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Fiziološki i morfološki efekti ekspresije AtCKX gena u transformisanim 
biljkama krompira (Solanum tuberosum L.) gajenim in vitro 
 
REZIME 
 
Krompir (Solanum tuberosum L.) je po značaju četvrta poljoprivredna kultura 
na svetu gajena za potrebe ljudske ishrane. Ekonomski značaj krompira potiče od 
krtola, jestivih podzemnih modifikacija bočnih izdanaka koji omogućavaju 
nakupljanje rezervi skroba. Brojna istraživanja potvrdila su da biljni hormoni 
citokinini igraju značajnu ulogu u kontroli tuberizacije. Citokinin 
oksidaza/dehidrogenaza (CKX) je ključni enzim katabolizma citokinina kod 
biljaka, a transgene biljke koje eksprimiraju gene za ovaj enzim predstavljaju 
dragocen model sistem za izučavanje citokininske homeostaze. Krompir (sorta 
"Désirée") transformisan je genima AtCKX1 i AtCKX2 poreklom iz Arabidopsis 
thaliana u cilju utvrđivanja efekata promenjene citokininske homeostaze na 
morfološke i fiziološke parametre transformisanih biljaka krompira gajenih in vitro, 
a naročito na proces tuberizacije. Dobijene su dve AtCKX1 i tri AtCKX2 linije sa 
visokim nivoom ekspresije transgena, odnosno aktivosti CKX u proteinskim 
ekstraktima izdanaka i korenova. Ekspresija gena AtCKX1 i AtCKX2 dovela je do 
značajnih promena u hormonskoj homeostazi transformisanih biljaka krompira 
gajenih in vitro, ali ne i do snižavanja nivoa ukupnih endogenih citokinina. Umesto 
toga, kod većine transformisanih linija dolazi do značajnog sniženja nivoa 
bioaktivnih citokinina – slobodnih baza i ribozida, kao i citokininskih nukleotida. 
Pored toga, značajno je promenjen i nivo endogene indol-sirćetne kiseline (IAA). 
Izmenjena hormonska homeostaza odražava se na morfologiju biljaka, kao i na 
procese vezane za tuberizaciju, pa kod pojedinih transformisanih linija dolazi do 
izmena u regulaciji tuberizacije in vitro, kako u uslovima dugog dana, tako i u 
kontinuiranom mraku. Kod tri od pet transformisanih linija došlo je do 
prevazilaženja inhibitornog uticaja svetlosti na indukciju krtola, pa su se krtole 
pojavile već u toku prvih 30 dana pri uslovima dugog dana, što se nikada ne 
događa kod kontrolnih biljaka ove sorte krompira. Transformisane AtCKX biljke 
formirale su u proseku manji broj krtola po izdanku nego kontrolne biljke, što 
ukazuje na smanjenu inicijaciju krtola kod biljaka sa sniženim nivoima bioaktivnih 
citokinina, a može biti posledica povećanog odnosa između endogene IAA i 
bioaktivnih citokinina. Efekat na inicijaciju krtola je mnogo izraženiji u uslovima 
kontinuiranog mraka, nego dugog dana. Prečnik i masa krtola kod većine 
transformisanih linija se nisu značajno razlikovali od vrednosti kod kontrolnih 
biljaka. Samo jedna od pet transformisanih linija, AtCKX1-36a imala je u uslovima 
dugog dana krtole manjeg prečnika i mase. Citokinini različito utiču na pojedine 
faze u procesu tuberizacije kod krompira. Sniženje nivoa bioaktivnih citokinina 
dovodi do ranije indukcije krtola kod AtCKX biljaka, ali ovaj efekat nije ujedno 
praćen stimulatornim efektima na inicijaciju i uvećavanje krtola. Potrebna su dalja 
istraživanja transgenih biljaka koje bi eksprimirale kako kataboličke (AtCKX) tako i 
gene biosinteze citokinina (ipt), kako bismo identifikovali regulatorne mehanizme 
pomoću kojih citokinini utiču na različite faze procesa tuberizacije kako u 
indukujućim, tako i u neindukujućim uslovima. 
 
Ključne reči: bioaktivni citokinini, citokinin oksidaza/dehidrogenaza (CKX), 
genetička transformacija, genetičko inženjerstvo, in vitro, krompir (Solanum 
tuberosum L. cv. Désirée), transgen, tuberizacija. 
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Physiological and morphological effects of expression of AtCKX genes in 
transformed potato (Solanum tuberosum L.) plants grown in vitro 
 
ABSTRACT 
 
Potato (Solanum tuberosum L.) is the world's fourth most important food 
crop. Its economical importance arises from its potential to develop tubers, edible 
storage organs derived from modified underground lateral shoots, which 
accumulate starch. Extensive research has provided evidence that plant hormones 
cytokinins have an important role in control of tuberization. Cytokinin 
oxidase/dehydrogenase (CKX) is the key enzyme of cytokinin catabolism in 
plants, thus transgenic plants expressing CKX genes have provided a valuable 
model system for the research of cytokinin homeostasis. Potato (cv. "Désirée") 
plants have been transformed with AtCKX1 and AtCKX2 genes from Arabidopsis 
thaliana, in order to determine the effects of altered cytokinin homeostasis on the 
morphological and physiological features of the transformed potato plants grown 
in vitro, with particular emphasis on the tuberization process. A high level of 
transgene expression and/or CKX activity in shoots and roots have been 
confirmed in two AtCKX1 and three AtCKX2 lines. The expression of AtCKX genes 
has reflected on significant changes in the hormonal homeostasis of the 
transformed potato plants grown in vitro, but did not lead to the decrease of total 
endogenous cytokinin levels. However in the majority of the AtCKX lines, the 
levels of bioactive cytokinins (nucleobases and ribosides), as well as cytokinin 
nucleotides, were significantly decreased. In addition, the level of endogenous 
indole-3-acetic acid (IAA) was also significantly changed. The altered hormonal 
homeostasis reflected on the morphological level, including the tuberization 
process. Tuberization was altered in AtCKX potato lines both in long-day 
conditions, and in continuous darkness. In three of the five AtCKX lines, the 
overcoming of the inhibitory effect of light on tuber induction has been observed. 
In these lines, tubers appeared already during the first 30 days in long-day 
conditions, which has never been observed in control plants of this potato cultivar. 
The AtCKX plants developed less tubers per shoot in comparison to control plants, 
indicating decreased tuber initiation in plants with lower endogenous levels of 
bioactive cytokinins. It is possible that this was a consequence of the increased 
ratio of IAA vs. bioactive cytokinins. The effect on tuber initiation was more 
pronounced in continuous darkness, than in long-day conditions. Tuber diameter 
and mass did not significantly differ from control values in the majority of 
transformed AtCKX lines. Only one of the five transformed lines, AtCKX1-36a 
developed tubers of smaller diameter and mass. Cytokinins have different effects 
on particular steps in the tuberization process in potato. Lower bioactive cytokinin 
levels lead to early tuber induction in AtCKX plants, but this effect is not followed 
by enhanced tuber initiation and growth. Further research on potato plants that 
would express either cytokinin catabolism (AtCKX) or biosynthesis (ipt) 
transgenes, is required to identify the regulation mechanisms by which cytokinins 
affect particular steps of the tuberization process in both tuber-inducing and non-
inducing conditions. 
 
Keywords: bioactive cytokinins, cytokinin oxidase/dehydrogenase (CKX), genetic 
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SKRAĆENICE 
 
ADP  adenozin difosfat 
AMP   adenozin monofosfat 
ANOVA  analiza varijanse 
AtCKX  citokinin oksidaza/dehidrogenaza biljke Arabidopsis thaliana 
ATP   adenozin trifosfat 
BA   N6-benzil-adenin 
BM   osnovna hranljiva podloga za kulturu biljaka in vitro 
BSA   eng. "Bovine Serum Albumin" – goveđi serum albumin 
cDNK  komplementarni lanac DNK 
CIM   hranljiva podloga za indukciju kalusa 
CKX  enzim citokinin oksidaza/dehidrogenaza 
CTAB  heksadecil-3-metil-amonijum-bromid 
CYP735A enzimi membranske monooksigenaze 
cZ  cis-zeatin 
cZ7G  cis-zeatin 7-glukozid 
cZ9G  cis-zeatin 9-glukozid 
cZOG  cis-zeatin O-glukozid 
cZ9R  cis-zeatin 9-ribozid 
cZ(9)RMP cis-zeatin 9-ribozid-5'-monofosfat 
cZ9ROG cis-zeatin 9-ribozid O-glukozid 
DD  dugi dan (fotoperiod od 16 sati svetlosti i 8 sati mraka) 
DHZ  dihidrozeatin 
DHZ7G dihidrozeatin 7-glukozid 
DHZ9G dihidrozeatin 9-glukozid 
DHZOG dihidrozeatin O-glukozid 
DHZ9R dihidrozeatin 9-ribozid 
DHZ(9)RMP dihidrozeatin 9-ribozid-5'-monofosfat 
DHZ9ROG dihidrozeatin 9-ribozid O-glukozid 
DMAPP dimetilalil difosfat 
DNK  dezoksiribonukleinska kiselina 
EDTA  etilendiamin-tetrasirćetna kiselina 
FAD  kofaktor flavin adenin dinukleotid 
GA3  giberelna kiselina 
HMBDP hidroksimetilbutenil difosfat 
(2D)-HPLC  (dvodimenzionalna) tečna hromatografija pod visokim pritiskom 
Hyg   antibiotik higromicin B 
Hyg+ CIM  podloga za indukciju kalusa koja sadrži higromicin B (50 mg L-1) 
Hyg- CIM  podloga za indukciju kalusa koja ne sadrži higromicin B 
Hyg+ SIM  podloga za regeneraciju izdanaka koja sadrži hiromicin B (50 mg L-1)      
Hyg- SIM  podloga za regeneraciju izdanaka koja ne sadrži higromicin B 
IAA  indol-3-sirćetna kiselina 
iP  N6-(Δ2-izopentenil) adenin 
iP7G  N6-(Δ2-izopentenil) adenin 7-glukozid 
iP9G  N6-(Δ2-izopentenil) adenin 9-glukozid 
iP9R  N6-(Δ2-izopentenil) adenin 9-ribozid 
iPRDP N6-2-izopentenil adenin 9-ribozid-5'-difosfat 
iP(9)RMP N6-2-izopentenil adenin 9-ribozid-5'-monofosfat 
iPRTP  N6-2-izopentenil adenin 9-ribozid-5'-trifosfat 
IPT  enzim izopentenil transferaza 
iRNK  informaciona RNK 
KM  kontinuirani mrak 
LB  "Luria Bertani Broth" hranljiva podloga za bakterije 
LSD  eng. "least significant difference" – najmanja statistički značajna razlika 
MAPK  mitogen-aktivirane protein kinaze 
MEP   metileritritol fosfat 
MS   masena spektrometrija; Murashige & Skoog hranljiva podloga 
MVA   mevalonska kiselina 
NAA   α-naftalen-sirćetna kiselina 
PAMP  molekularni obrasci povezani sa patogenima 
PCR eng. "Polymeraze Chain Reaction" – lančana reakcija polimeraze 
PVP   polivinil-pirolidon 
q(RT-)PCR  kvantitativni (RT-)PCR 
RNK   ribonukleinska kiselina 
RT   reverzna transkripcija 
SD   standardna devijacija 
SG  standardna greška 
SIM  hranljiva podloga za regeneraciju izdanaka 
TAPS  N-tris(hidroksimetil)metil-3-amino-propan-sulfonat 
TBE  tris-boratni-EDTA pufer 
T-DNK deo plazmidne DNK koji se integriše u biljni genom 
TRIS  tris-hidroksimetil aminometan 
tRNK  transportna RNK 
tZ  trans-zeatin 
tZ7G  trans-zeatin 7-glukozid 
tZ9G  trans-zeatin 9-glukozid 
tZOG  trans-zeatin O-glukozid 
tZ9R  trans-zeatin 9-ribozid 
tZ(9)RMP trans-zeatin 9-ribozid-5'-monofosfat 
tZ9ROG trans-zeatin 9-ribozid O-glukozid 
tZRDP trans-zeatin ribonukleotid difosfat 
tZRMP trans-zeatin ribonukleotid monofosfat 
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1.   UVOD 
 
 
1.1. Krompir (Solanum tuberosum L.) 
 
"Krompir je u prvim redovima borbe protiv svetske gladi i siromaštva." 
Jacques Diouf, generalni direktor FAO 1994-2011 
 
 Krompir (Solanum tuberosum L.) je četvrta najznačajnija poljoprivredna 
kultura na svetu gajena za ljudsku ishranu, posle kukuruza, pirinča i pšenice. U 
2011. godini, krompir je gajen na površini od 192500 km2 (što je više od 0,1% 
ukupnog svetskog kopna), dajući prinos od 374 miliona tona. Evropa nosi više od 
trećine svetske proizvodnje krompira (130 miliona tona prinosa na 61400 km2 
zasejane površine), koji je njena treća najznačajnija poljoprovredna kultura, posle 
pšenice i šećerne repe (FAO, 2012). Evropljani su takođe i najveći potrošači 
krompira – godišnja potrošnja iznosi 88 kg po glavi stanovnika, što je gotovo 
trostruko više od svetskog proseka (FAO, 2009). U Srbiji, krompir je četvrta 
ekonomski najznačajnija poljoprivredna kultura, posle kukuruza, šećerne repe i 
pšenice, a gaji se na površini od 784 km2 sa prinosom od oko 890 hiljada tona u 
2011. godini (FAO, 2012). 
 
 Zahvaljujući brzom rastenju i visokoj nutritivnoj vrednosti, krompir 
predstavlja značajan izvor hrane, zaposlenosti i prihoda u zemljama u razvoju, gde 
je proizvodnja krompira više nego udvostručena u poslednjih 25 godina. U Aziji, 
Africi i Latinskoj Americi povećana je sa manje od 80 miliona tona u 1990. godini, 
na rekordnih 161,5 miliona tona u 2005. godini, kada je prevazišla obim 
proizvodnje u razvijenim zemljama (FAO, 2009). Upravo je iz tih razloga razvijanje 
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strategija za povećanje prinosa krompira od izuzetnog ekonomskog značaja, ali i 
od strateške važnosti u svetskoj borbi protiv siromaštva i gladi. 
 
 Jestivi deo krompira je krtola (lat. tuber), koja se u prirodnim uslovima 
razvija kao zadebljanje podzemnih modifikacija izdanka – stolona (Vreugdenhil i 
Struik, 1989; Fernie i Willmitzer, 2001; slika 1). Biološka funkcija krtola je 
vegetativna reprodukcija, odnosno "prezimljavanje" nepovoljnih vremenskih 
uslova. Kod većine sorti krompira, krtole se razvijaju u odgovor na skraćivanje 
dana, signal iz spoljašnje sredine koji prethodi dolasku zime i hladnog vremena 
(Jackson, 2009). U krtoli se nakuplja velika količina skroba, koji služi kao 
energetska rezerva za mladu biljčicu koja će se razviti klijanjem krtole, po 
završetku perioda "prezimljavanja", odnosno mirovanja (Rodríguez-Falcón i sar. 
2006). 
 
Upravo zahvaljujući visokom sadržaju skroba, krtole krompira imaju 
izuzetno visoku hranljivu vrednost. Krtola krompira sadrži u proseku 78,5% vode, 
16,1% skroba, 2,1% proteina (pre svega patatina) i 2,0% vlakana. Oko 2% od 
ukupne energije koju prosečan čovek unosi ishranom u svoj organizam potiče iz 
krompira, a ovaj udeo je u ekonomski razvijenim zemljama čak trostruko viši 
(Burlingame i sar. 2009). Krompir je značajan u ljudskoj ishrani kao izvor ugljenih 
hidrata, vlakana, vitamina (B1, B2, B3, B6, C, E i folne kiseline), minerala (kalijuma, 
kalcijuma, magnezijuma i fosfora) i antioksidanata kao što su karotenoidi i 
antioksidativne fenolne kiseline (Brown, 2005; Burlingame i sar. 2009). U krtolama 
krompira nalaze se i male količine (5-10 mg na 100 g) α-solanina i α-hakonina, 
toksičnih glukoalkaloida koji imaju antimikrobnu aktivnost (Burlingame i sar. 
2009). 
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Slika 1. Izgled biljke krompira (Solanum tuberosum subsp. tuberosum). Crtež preuzet 
iz: FAO (2009). 
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1.1.1. Poreklo i taksonomija 
 
 Krompir je višegodišnja, zeljasta dikotiledona biljka iz familije Solanaceae u 
koju se ubrajaju mnoge gajene vrste kao što su duvan (Nicotiana tabacum), paprike 
(Capsicum spp.) i petunije (Petunia spp.), ali i pojedine otrovne biljke, poput velebilja 
(Atropa belladonna) ili mandragore (Mandragora officinarum). Rod Solanum osim 
krompira obuhvata i paradajz (Solanum lycopersicon) i patlidžan (Solanum 
melongena), kao i još najmanje 1500 vrsta (Knapp i sar. 2004). Sekciju Petota 
(krompiri) čini 206 vrsta kod kojih postoji sposobnost razvijanja krtola. Svega 
sedam vrsta se gaji radi ljudske ishrane, dok je divljih vrsta 199. Najveći deo divljih 
vrsta ima usko rasprostranjenje, ali sve zajedno se prostiru u širokom pojasu od 
jugozapada Sjedinjenih Američkih Država na jug, preko Centralne Amerike sve do 
Čilea i severa Argentine. Od sedam gajenih vrsta, Solanum tuberosum je 
rasprostranjena širom sveta, dok se S. ajanhuiri, S. chaucha, S. curtilobum, S. 
juzepczukii, S. phureja i S. stenotomum uzgajaju na ograničenom području Anda, u 
Peruu i Boliviji (Spooner i Hijmans, 2001). 
 
 Upravo se andska oblast Perua i Bolivije smatra centrom genetičkog 
diverziteta i prapostojbinom krompira, gde je uzgajanje započelo verovatno još pre 
7000 godina (Bradshaw i sar. 2006). Spooner i saradnici (2005) su filogenetskom 
analizom pokazali jedinstveno poreklo gajenog krompira, a prema tom otkriću sve 
gajene vrste potiču od diploidne S. bukasovii. Domestikacijom S. bukasovii nastala je 
vrsta S. stenotomum, a iz nje S. phureja, koja se odlikovala bržim klijanjem i većim 
prinosom, te je njen uzgoj proširen na niže nadmorske visine (Bradshaw i sar. 
2006). Do danas ne postoji saglasnost oko identiteta diploidnih roditeljskih vrsta 
koje su dale današnju tetraploidnu S. tuberosum; po nekim autorima S. tuberosum je 
nastala ukrštanjem S. stenotomum i S. sparsipilum, dok drugi pretpostavljaju 
ukrštanje S. stenotomum i S. phureja (Carputo i sar. 2003). U svakom slučaju, prvi 
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gajeni tetraploidni krompir nastao je u Andima na jugu Perua i bio je srodan 
današnjem andskom krompiru, S. tuberosum subsp. andigena (Spooner i Hijmans, 
2001; Carputo i sar. 2003; Bradshaw i sar. 2006; Rodríguez i sar. 2010). Ova 
tetraploidna vrsta ubrzo je potisnula iz uzgoja svoje diploidne prethodnike, 
zahvaljujući većim prinosima i drugim superiornim genetičkim osobinama, i 
proširila se po Južnoj Americi. Podalje od ekvatora, na pacifičkoj obali južnog Čilea 
gde je sezonsko variranje dužine dana izraženije, uzgajivači su ukrštanjem dobili 
sortu koja je mogla da razvija krtole i pri umereno dužim danima. Tako je nastao 
čileanski krompir, S. tuberosum subsp. tuberosum, koji se danas gaji širom sveta 
(Bradshaw i sar. 2006). 
  
 U Evropu je krompir donet 1567. godine, a iz Evrope je počev od 17. veka 
prenošen, uz kolonizaciju, u druge delove sveta. Iako isprva dočekan sa sujeverjem 
i podozrenjem (smatralo se da je proklet i da donosi nesreću), krompir je počev od 
18. veka u Evropi sve šire prihvaćen, zahvaljujući isplativosti gajenja u odnosu na 
druge useve i visokoj hranljivoj vrednosti (Hawkes i Francisco-Ortega, 1993). 
Danas se pretpostavlja da je Evropu isprva "osvojio" andski krompir, ali da je u 
toku 18. i 19. veka postepeno istisnut (ili ukršten sa) čileanskom podvrstom, koja je 
postala omiljenija kod proizvođača u umerenim podnebljima zbog sposobnosti 
tuberizacije pri dužim danima (Bradshaw i sar. 2006). 
 
 Danas je čileanski krompir (Solanum tuberosum subsp. tuberosum) važna 
poljoprivredna kultura gajena širom sveta. Zbog dugog puta koji je prešla iz svoje 
postojbine, kao i razmnožavanja pretežno vegetativnim putem, ova podvrsta se 
danas nažalost ne odlikuje visokom genetičkom raznovrsnošću (Spooner i 
Hijmans, 2001; Bradshaw i sar. 2006). Smatra se da veliki genetički potencijal za 
osobine kao što je otpornost na bolesti, štetočine i sušu, leži u drugim, kako 
gajenim tako i divljim vrstama krompira, poput S. phureja (Fock i sar. 2000), S. 
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stenotomum (Fock i sar. 2001), S. demissum (Carputo i sar. 2003), pa čak i u 
zapostavljenoj andskoj podvrsti S. tuberosum subsp. andigena (Huamán i sar. 2000). 
U budućnosti će se osobine gajenog krompira, kao što su otpornost na sušu ili 
štetočine, poboljšavati ukrštanjem sa divljim, ili slabije rasprostranjenim gajenim 
vrstama krompira, a možda i korišćenjem njihovih gena za stvaranje novih, 
transgenih sorti krompira (Bradshaw i sar. 2006; Muthoni i sar. 2012). 
 
1.1.2. Genetička i reproduktivna svojstva krompira 
 
 Vrste roda Solanum izuzetno su varijabilne po pitanju ploidnosti. Osnovni 
broj hromozoma je 12. Većina divljih vrsta, kao i gajene vrste S. ajanhuiri, S. phureja 
i S. stenotomum su diploidne (2n = 2x = 24), a među divljim vrstama ima i 
tetraploidnih i heksaploidnih. Dve gajene vrste su triploidne (2n = 3x = 36 – S. 
chaucha i S. juzepczukii), a jedna, S. curtilobum, je pentaploidna (2n = 5x = 60) 
(Muthoni i sar. 2012). Za razliku od divljih alotetraploidnih vrsta krompira, koje se 
odlikuju dizomičnim nasleđivanjem (2n = 2x = 48), S. tuberosum je autotetraploid sa 
tetrazomičnim nasleđivanjem (2n = 4x = 48) i može imati četiri različita alela po 
lokusu, što doprinosi visokom stepenu heterozigotnosti i heterozisa kod ove vrste 
(Struik i sar. 1997; Bradshaw i sar. 2006; Sleper i Poehlman, 2006; Muthoni i sar. 
2012). Tetraploidne vrste krompira, uključujući S. tuberosum, kao i heksaploidne, 
mahom su samooplodne, dok diploidne vrste to nisu. Triploidne i pentaploidne 
vrste su sterilne (Hawkes, 1990). 
 
 Genom krompira je nedavno u većoj meri sekvenciran. Veličine je 844 Mbp, 
sadrži 39031 kodirajuću sekvencu, i po svemu sudeći je pretrpeo dva duplikaciona 
događaja, od kojih je noviji doveo do sadašnje tetraploidije (Potato Genome 
Sequencing Consortium, 2011). 
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Za razliku od većine drugih komercijalno gajenih biljnih vrsta, a 
zahvaljujući mogućnosti tuberizacije, krompir se veoma efikasno razmnožava 
vegetativnim putem. Osim toga, seksualna reprodukcija je kod krompira izuzetno 
neefikasna. Kod polena mnogih sorti Solanum tuberosum subsp. tuberosum 
zabeležen je snižen fertilitet ili čak potpuni sterilitet. Svaka treća sorta krompira 
uopšte ne razvija plodove, a većina sorti S. tuberosum subsp. tuberosum proizvodi 
značajno manji broj semena u plodu u odnosu na podvrstu S. tuberosum subsp. 
andigena, ili druge vrste roda Solanum. Zbog toga se gajeni krompir razmnožava 
gotovo isključivo vegetativnim putem (Muthoni i sar. 2012). 
 
Potreba za dobijanjem biljaka krompira sa komercijalno poželjnim 
osobinama usmerila je savremenu proizvodnju ka hibridnim sortama, nastalim 
međusobnim ukrštanjem roditeljskih F0 linija sa različitim, ali komplementarnim 
setovima poželjnih osobina. Sorte krompira koje se danas u značajnoj meri 
uzgajaju predstavljaju takve hibride i odlikuju se visokim stepenom 
heterozigotnosti (Muthoni i sar. 2012). Primera radi, holandska sorta "Désirée" 
nastala je ukrštanjem roditeljskih sorti "Urgenta" iz Holandije i "Depesche" iz 
Nemačke 
(http://www.europotato.org/display_description.php?variety_name=Desiree) i 
takođe je visoko heterozigotna (Sharma i sar. 2007). 
 
Uzgajanje hibridnih sorti biljnih vrsta povlači za sobom poteškoću očuvanja 
poželjnih osobina kroz generacije, ako je prisutna seksualna reprodukcija. Ovakve 
osobine uglavnom su kodirane multialelnim genskim lokusima koji su kod 
hibridnih sorti (F1 generacija) prisutni u heterozigotnom stanju (Grüneberg i sar. 
2009). Seksualna reprodukcija unutar hibridne sorte, makar i putem samooplodnje, 
vodi u F2 generaciji segregaciji alela prema Mendelovim pravilima, te povećanju 
varijabilnosti usled kojeg je smanjen procenat jedinki sa poželjnim kombinacijama 
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osobina. Kod tetraploidnih vrsta kakav je krompir, kod kojeg se neretko javljaju 
tetraalelni lokusi (lokusi sa sva četiri različita alela), varijabilnost svih lokusa u F2 
generaciji je izuzetno visoka, a segregacija alela u potomstvu praktično 
nepredvidiva, što izuzetno otežava selekciju genotipova sa poželjnim osobinama 
(Grüneberg i sar. 2009). 
 
Izuzetna varijabilnost potomstva u F2 generaciji za osobine kao što su visina 
izdanka, broj i veličina krtola, potvrđena je nedavno kod biljaka krompira sorte 
"Désirée" (Sharma i sar. 2007). Istovremeno, daleko manja varijabilnost je pokazana 
između biljaka dobijenih iz F1 generacije klonalnom propagacijom (iz krtola), 
mikropropagacijom ili somatskom embriogenezom in vitro. 
 
Kod krompira, klonalno razmnožavanje pomoću krtola omogućilo je 
efikasno i široko umnožavanje jedinstvenih, visoko heterozigotnih genotipova sa 
poželjnim osobinama bez potrebe za seksualnom reprodukcijom, čime su poželjne 
osobine fiksirane u F1 generaciji (Sleper i Poehlman, 2006; Muthoni i sar. 2012). 
Rizik od pojave biljaka F2 generacije izuzetno je nizak, zahvaljujući neefikasnoj 
seksualnoj reprodukciji krompira (Muthoni i sar. 2012). 
 
Iz identičnih razloga – zahvaljujući mogućnosti efikasnog klonalnog 
razmnožavanja, a usled prevelike i nepredvidive varijabilnosti u F2 generaciji, 
savremena praksa genetičkog inženjerstva krompira podrazumeva istraživanja na 
transformisanim biljkama u F1 generaciji, odnosno bez dalje seksualne 
reprodukcije nakon transformacionog događaja (otuda se ova generacija označava 
i kao T0). Tako nastale transgene linije održavaju se klonalno, preko krtola, a 
transgen se održava u hemizigotnom stanju (Conner, 2007). Kod tetraploidnih 
sorti, samo jedan od četiri alela je transgen (Aaaa). To je slučaj, između ostalih, sa 
pojedinim transgenim sortama krompira koje su uspešno plasirane na američko 
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tržište, kao što su "Russet Burbank NewLeaf™" (Perlak i sar. 1993) i "Russet 
Burbank NewLeaf™ Plus" (Lawson i sar. 2001). 
 
1.1.3. Kultura izdanaka krompira kao eksperimentalni model sistem u fiziološkim 
istraživanjima 
 
 Ogroman značaj koji krompir ima u svetskoj ekonomiji daje snažan 
podsticaj za biološka istraživanja kod ove biljne vrste. Prvi uspešan pokušaj 
uspostavljanja kulture izdanaka krompira opisali su Steward i Caplin (1951). Od 
tada su, sve do danas, kulture meristema i kulture nodalnih odsečaka krompira in 
vitro opsežno korišćene za brzo i efikasno umnožavanje krompira (Struik i sar. 
1997; Donnelly i sar. 2003), uspostavljanje banke gena (Lizarraga i sar. 1989; 
Fletcher i sar. 1998; Donnelly i sar. 2003) ili eliminaciju virusa (Lozoya-Saldaña i 
Merlin-Lara, 1984; Lozoya-Saldaña i Madrigal-Vargas, 1985; Lozoya-Saldaña i sar. 
1996; Brown i sar. 1988; Fletcher i sar. 1998), ali i kao model sistem u brojnim 
naučnim istraživanjima širom sveta. 
 
Prednosti kulture biljnih tkiva i organa kao eksperimentalnog model 
sistema u odnosu na gajenje biljaka ex vitro, obuhvataju mogućnost gajenja biljaka 
u kontrolisanim uslovima, zaštićenost od infekcija i parazita, morfološku, 
fiziološku i genetičku uniformnost biljnog materijala, kao i njegovu brzu i efikasnu 
propagaciju. Kultura izdanaka krompira nažalost podrazumeva i suočavanje sa 
razlikama u odnosu na tradicionalno gajenje krompira u zemljištu, a to su pre 
svega razlike u uslovima sredine in vitro u odnosu na uslove ex vitro, kao i 
odstupanja u svojstvima samih biljaka gajenih in vitro, u odnosu na biljke ex vitro. 
Biljke gajene in vitro izložene su nižoj osvetljenosti i drugačijem sastavu svetlosnog 
spektra (Seabrook, 2005), zatim većoj relativnoj vlažnosti vazduha (Tanaka i sar. 
1992), kao i slabijoj razmeni gasova usled čega dolazi do nakupljanja etilena u 
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neposrednoj blizini biljaka (Buddendorf-Joosten i Woltering, 1996). Zbog slabije 
osvetljenosti, kod biljaka gajenih in vitro favorizovan je heterotrofni metabolizam, a 
odnos između intenziteta heterotrofnog i autotrofnog metabolizma zavisi od tipa 
šećera prisutnog u hranljivoj podlozi (saharoza ili glukoza) i njegove koncentracije 
(Wolf i sar. 1998). Razlike u mehaničkim svojstvima hranljive podloge u odnosu na 
zemljište u kojem biljke rastu ex vitro, doprinose promenama u usvajanju vode i 
minerala iz podloge, što vodi dodatnim promenama u metabolizmu čitave biljke 
(Gopal i sar. 2008). 
 
U kulturi izdanaka krompira, kao eksplantati se koriste odsečci izdanka sa 
jednim nodusom i listom. Izdanak se u novoj supkulturi razvija iz bočnog pupoljka 
koji se nalazi u pazuhu lista na izolovanom nodusu. Na ovaj način bočni pupoljak 
iz kojeg će se razviti izdanak, oslobođen je apikalne dominacije i ostalih 
korelativnih uticaja izdanka sa kojeg je izolovan nodus. Međutim, izdanak koji se 
na ovaj način razvija iz bočnog pupoljka ne predstavlja intaktnu biljku zato što se 
korenov sistem ne razvija na njegovoj bazi, već na roditeljskom nodusu (Pruski, 
2007). Osim toga, roditeljski nodus može nastaviti da utiče na fiziologiju izdanka 
koji se iz njega razvija. Kada je reč o tuberizaciji, utvrđeno je da dimenzije i sveža 
masa krtola koje se formiraju na izdanku u kulturi in vitro, značajno zavise od 
prisustva nodalnog lista na roditeljskom nodusu iz kojeg je formiran izdanak 
krompira (Seabrook i sar. 2004). 
 
Na kraju, fiziološka starost tkiva može značajno uticati na metabolizam 
izdanka u kulturi, uključujući i procese kao što su inicijacija i rastenje krtola (Visser 
i sar. 1994). Pored toga je poznato da je kod biljaka in vitro povećana učestalost 
somaklonalnih varijacija, prouzrokovanih metilacijom DNK i spontanim 
mutacijama u genomu (Smulders i de Klerk, 2011; Miguel i Marum, 2011; 
Neelakandan i Wang, 2012). Metilacija DNK nedvosmisleno je dovedena u vezu sa 
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pojavom somaklonalnih varijacija kod izdanaka krompira gajenih in vitro (Joyce i 
Cassells, 2002). Somaklonalne varijacije naročito su uobičajene kada biljka prolazi 
kroz faze dediferencijacije i rediferencijacije, koje prate regeneraciju 
transformanata u većini protokola sa Agrobacterium tumefaciens (Potter i Jones, 
1991; Smulders i de Klerk, 2011). Sva ova svojstva kulture in vitro, pogotovo u 
svetlu razlika u odnosu na biljke gajene ex vitro, moraju biti uzeta u obzir prilikom 
bilo kakvog vrednovanja rezultata dobijenih in vitro. 
 
 
1.2. Proces tuberizacije kod krompira 
 
 Od svih fizioloških procesa kod krompira, tuberizacija zaokuplja najveću 
pažnju istraživača, kako zbog komercijalnog značaja, tako i zbog toga što krompir 
predstavlja jedinstven model sistem za proučavanje ovog procesa koji nije 
univerzalan u biljnom svetu (Fernie i Willmitzer, 2001). Tuberizacija je složen 
morfološki i fiziološki proces, i među autorima čija su istraživanja vezana za ovu 
oblast ne postoji konsenzus po pitanju samog značenja pojma "tuberizacije", pod 
kojim se uobičajeno intuitivno podrazumeva proces formiranja krtola u užem 
smislu. Uloga stolona, kao organa čija je fiziološka i morfološka transformacija 
najčešće neophodna da bi došlo do formiranja krtole, često je zanemarena u 
ovakvim razmatranjima (Vreugdenhil i Struik, 1989). 
 
 Stoloni se, kao i bočni izdanci, razvijaju iz pazušnih pupoljaka u nodusima 
krompira, a od bočnih izdanaka se razlikuju dijagravitropskim rastenjem, 
rudimentarnim listovima i smanjenom količinom hlorofila (Kumar i Wareing, 
1972). U prirodnim uslovima, odnosno kod krompira gajenog u zemljištu, stoloni 
se razvijaju na bazalnim nodusima krompira, odnosno pod zemljom, a pravi bočni 
izdanci iznad zemlje. Međutim, u specijalnim okolnostima (na primer, u kulturi 
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izdanaka krompira) stoloni se mogu razvijati i iz mlađih, nadzemnih nodusa biljke, 
pa se smatra da sudbina pazušnog pupoljka (u smislu razvijanja u stolon ili pravi 
bočni izdanak) nije predeterminisana njegovom pozicijom, već egzogenim ili 
endogenim sredinskim faktorima (kakvi mogu biti osvetljenost, vlažnost ili 
apikalna dominacija; Kumar i Wareing, 1972). Pored toga, razlike između stolona i 
pravih lisnatih bočnih izdanaka nisu uvek oštre, pa je ponekad (naročito kada se 
biljke gaje in vitro) potrebno strogo definisati kriterijume za distinkciju između 
jednih i drugih. Jedan od pouzdanijih kriterijuma za ovu distinkciju je obrazac 
rastenja aksilarnog organa, odnosno ugao između pravca rastenja osnovnog 
izdanka i pravca rastenja aksilarnog organa (Dragićević i sar. 2008). 
 
 Prema modelu koji su predložili Vreugdenhil i Struik (1989), proces 
tuberizacije sastoji se od sledećih faza: (a) indukcija i inicijacija stolona; (b) 
longitudinalno rastenje stolona – uz mogućnost grananja; (c) prestanak 
longitudinalnog rastenja i grananja stolona; i (d) indukcija i inicijacija krtola. Ove 
faze nisu nužno sekvencijalno raspoređene, neke od njih mogu izostati ili se 
međusobno vremenski preklapati (Vreugdenhil i Struik, 1989). Na primer, moguće 
je izazvati prestanak longitudinalnog rastenja stolona bez indukcije krtola (Struik i 
sar. 1989). U prisustvu jakog induktivnog stimulusa, krtola se može formirati na 
bilo kojem delu izdanka bez prethodnog formiranja stolona, a ako je stimulus 
izuzetno jak, može se formirati i umesto izdanka, kao sesilna krtola (McGrady i 
sar. 1986). 
 
 U poslednjih dvadeset godina u istraživanjima vezanim za tuberizaciju 
krompira sve manje pažnje se posvećuje indukciji, inicijaciji i rastenju stolona, pa 
su literaturni podaci koji se odnose na ove procese ostali prilično oskudni. 
Komercijalni značaj krtola diktirao je fokusiranje ogromne većine istraživanja 
novijeg datuma na kasnije faze tuberizacije, počev od indukcije krtola. Pod 
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dejstvom specifične kombinacije faktora spoljašnje sredine (uobičajeno označenih 
kao "indukujući uslovi"), stoloni menjaju obrazac rastenja iz longitudinalnog u 
radijalni i počinju da nakupljaju velike količine skroba (Vreugdenhil i Struik, 1989; 
Xu i sar. 1998a; 1998b). 
 
1.2.1. Indukcija krtola 
 
 Pod uticajem indukujućih uslova spoljašnje sredine dolazi do geneze 
sistemskog induktivnog signala koji deluje na nivou cele biljke krompira i čije je 
prisustvo nužan preduslov za inicijaciju krtola (Sarkar, 2008; Jackson, 2009; 
Abelenda i sar. 2011). Danas znamo da se u indukujuće uslove ubrajaju niže 
temperature, kratki dani (ili tačnije, duge noći), viši intenzitet osvetljenja, a ukoliko 
je reč o kulturi izdanaka krompira, i veći odnos šećera prema azotu u hranljivoj 
podlozi (Jackson, 1999; Abelenda i sar. 2011). Od dostupnosti saharoze, naravno, 
zavisi proces nakupljanja skroba u krtolama, ali značaj saharoze u procesu 
tuberizacije je širi od toga, s obzirom da ona može biti i deo signala za indukciju 
krtola (Šimko, 1994).  
 
Geneza induktivnog signala pod uticajem indukujućih uslova regulisana je 
fotoperiodski i hormonalno (Jackson i Prat, 1996; Martínez-García i sar. 2001). 
Centralnu ulogu u fotoperiodskoj regulaciji igra fitohrom B (PHYB), a u 
hormonalnoj giberelini (Jackson i Prat, 1996). Većina autora smatra da su 
fotoperiodska i hormonalna regulacija tuberizacije u većoj ili manjoj meri 
integrisane (Jackson, 1999; 2009; Fernie i Willmitzer, 2001; Prat, 2010; Abelenda i 
sar. 2011), ali je u literaturi moguće naići i na pretpostavku o dva nezavisna 
regulatorna mehanizma, od kojih je jedan zavisan od PHYB, a drugi od giberelina 
(Martínez-García i sar. 2001). Osim toga, u fotoperiodskoj regulaciji indukcije 
krtola mogu učestvovati i fitohrom A i/ili kriptohrom (Yanovsky i sar. 2000), dok 
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u hormonalnoj regulaciji mogu učestvovati i druge grupe hormona osim 
giberelina, pre svega citokinini (Hussey i Stacey, 1984; Gális i sar. 1995; Malkawi i 
sar. 2007) i jasmonska kiselina (Koda i sar. 1991; Pelacho i Mingo-Castel, 1991; 
Koda, 1997; Sarkar i sar. 2006; Malkawi i sar. 2007; Sohn i sar. 2011). 
 
Kod andske podvrste krompira (Solanum tuberosum subsp. andigena) 
indukcija krtola je kvalitativno uslovljena fotoperiodom, odnosno formiranje krtola 
u potpunosti je inhibirano u uslovima dugog dana. Čileanski krompir (Solanum 
tuberosum subsp. tuberosum) samo je delimično (odnosno kvantitativno) zavisan od 
fotoperioda, u smislu da do indukcije krtola dolazi i na dugom danu, ali je ona 
manje efikasna tako da se krtole formiraju kasnije nego prilikom gajenja na 
kratkom danu ili u mraku (Bradshaw i sar. 2006). Iz tog razloga, pojam 
"inhibitornog uticaja svetlosti na tuberizaciju" kod čileanskog krompira, 
uključujući i sortu "Désirée", treba shvatiti uslovno, u smislu nepotpune inhibicije, 
odnosno odlaganja formiranja krtola. 
 
Indukcija krtola detaljno je proučena na andskom krompiru, a uprkos tome 
što između dve podvrste krompira postoji razlika u stepenu u kojem je tuberizacija 
fotoperiodski uslovljena, smatra se da je mehanizam indukcije zajednički za obe 
podvrste i da su zaključci dobijeni na andskom krompiru primenljivi i na čileansku 
podvrstu (Jackson, 1999). 
 
Kod andskog krompira, signal za indukciju krtola generiše se u listovima 
kao odgovor na fotoperiod, i kreće se kroz floem kako bazipetalno, tako i 
akropetalno. Istovremeno, pokazano je da se signal za inhibiciju tuberizacije 
takođe kreće kroz floem. Eksperimenti kalemljenja pokazali su da, u odsustvu 
neindukovanih listova, signal iz indukovanih listova ima dominantan efekat na 
neindukovane stolone i izaziva tuberizaciju. Međutim, u prisustvu neindukovanih 
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listova tuberizacija je izostajala, što ukazuje na prisustvo inhibitornog signala u 
neindukovanim listovima, koji je dominantan u odnosu na induktivni signal 
(Jackson i sar. 1998). Po svemu sudeći, opisani signalni sistem sastoji se iz većeg 
broja pozitivnih i negativnih regulatora tuberizacije (Jackson, 1999). Zahvaljujući 
istraživanjima na molekularnom nivou do sada je identifikovano nekoliko 
potencijalnih komponenti ovog signalnog sistema. 
 
Pre svega, funkcija samog PHYB kao signala za inhibiciju tuberizacije 
potvrđena je eksperimentima kalemljenja, u kojima je kalem transgene antisense-
PHYB biljke omogućavao tuberizaciju kontrolne biljke u neindukujućim uslovima 
(Jackson i sar. 1998). Pored toga, transgeni krompir koji eksprimira gen phyB iz 
Arabidopsis thaliana, pokazivao je pojačanu fotoperiodsku osetljivost i karakterisao 
se zakasnelim početkom tuberizacije u odnosu na kontrolne biljke (Thiele i sar. 
1999). 
 
Giberelini predstavljaju najznačajniji hormonski signal za inhibiciju 
tuberizacije (Martínez-García i sar. 2001). Prekomerna ekspresija gena za enzime 
biosinteze giberelina, GA20 oksidazu (Carrera i sar. 2000) i GA3 oksidazu (Bou-
Torrent i sar. 2011) odlagala je tuberizaciju transgenih biljaka krompira u 
indukujućim uslovima. Pored toga, aplikacija retardanta rastenja (ancimidola) 
omogućavala je biljkama Solanum tuberosum subsp. andigena da formiraju krtole u 
neindukujućim uslovima (Jackson i Prat, 1996). 
 
Transkripcioni faktori StBEL5, čija je ekspresija povišena u listovima i 
stolonima biljaka krompira prilikom izlaganja indukujućim uslovima (Chen i sar. 
2003) interaguje sa transkripcionim faktorom POTH1, stvarajući heterodimer koji 
se vezuje za promotor gena za GA20 oksidazu i tako inhibira transkripciju gena 
koji kodira ključni enzim u biosintezi giberelina (Chen i sar. 2004). Pošto giberelini 
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igraju ključnu ulogu u inhibiciji tuberizacije, StBEL5 i POTH1 na ovaj način deluju 
kao pozitivni regulatori tuberizacije. Pored toga, pokazano je da iRNK StBEL5 
migrira kroz floem i tako prenosi induktivni signal kroz biljku (Banerjee i sar. 
2006). Nedavno je pokazano da se isto događa i sa iRNK POTH1 (Mahajan i sar. 
2012). 
 
Procesi tuberizacije i cvetanja kod krompira kontrolisani su zajedničkim 
stimulusima iz spoljašnje sredine, među kojima su fotoperiod i temperatura 
najznačajniji (Almekinders i Struik, 1996; Rodríguez-Falcón i sar. 2006). U skladu 
sa tim, nekoliko novootkrivenih transkripcionih faktora koji učestvuju u regulaciji 
tuberizacije kod krompira, pokazuju strukturnu homologiju sa transkripcionim 
faktorima uključenim u regulaciju cvetanja kod Arabidopsis thaliana (Martínez-
García i sar. 2002; Guo i sar. 2010; Navarro i sar. 2011). Transkripcioni faktor iz 
krompira StTFL1 pokazuje homologiju sa TERMINAL FLOWER 1 (AtTFL1) iz A. 
thaliana, a transformisane biljke krompira sa prekomernom ekspresijom StTFL1 
razvijale su krtole u neindukujućim uslovima (Guo i sar. 2010). Jedan drugi 
transkripcioni faktor krompira, StSP6A, pokazuje homologiju sa FLOWERING 
LOCUS T (FT) iz A. thaliana, za koji se smatra da je komponenta florigena. 
Međutim, StSP6A kod krompira učestvuje u regulaciji tuberizacije, a ne cvetanja 
(Navarro i sar. 2011). Transkripcioni faktor CONSTANS (StCO) inhibira indukciju 
krtola kod krompira, a homolog je sa AtCO koji kod A. thaliana igra centralnu 
ulogu u fotoperiodskoj regulaciji cvetanja (Martínez-García i sar. 2002). Nedavno je 
pokazano da StCO negativno reguliše transkripciju StBEL5 i StSP6A, i da se može 
transportovati kroz floem krompira, uz dominantno inhibitoran uticaj na 
tuberizaciju u indukujućim uslovima (González-Schain i sar. 2012). Očigledno je da 
signalni putevi indukcije krtola dele mnoge komponente sa putevima indukcije 
cvetanja, počev od PHYB i giberelina, preko transkripcionih faktora. Stoga se može 
govoriti o bliskoj povezanosti regulatornih puteva ovih dveju reproduktivnih 
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strategija u odgovoru na fotoperiodski stimulus (Rodríguez-Falcón i sar. 2006; 
Sarkar, 2010). 
 
 Kao pozitivni regulatori tuberizacije identifikovani su i jedna kalcijum-
zavisna protein kinaza – StCDPK1 (Raíces i sar. 2001), kao i jedna mikro-RNK, 
miR172, za koju je potvrđeno da se transportuje kroz floem (Martin i sar. 2009). 
 
 Svi ovi faktori, kao i mnogi drugi koji će tek biti otkriveni, predstavljaju 
pojedinačne elemente kompleksnog signalnog sistema indukcije/inhibicije 
tuberizacije, koji u zavisnosti od faktora spoljašnje sredine čitavu biljku krompira 
čini kompetentnom za formiranje krtola u indukujućim, odnosno 
nekompetentnom u neindukujućim uslovima (Abelenda i sar. 2011). 
 
1.2.2. Inicijacija krtola 
 
 Xu i saradnici (1998b) identifikovali su trenutak inicijacije krtole krompira 
na morfološkom i histološkom nivou. Prema njihovom modelu, ovaj trenutak 
karakteriše se promenom obrasca ćelijskih deoba u subapikalnom regionu stolona, 
usled čega stolon prestaje da raste longitudinalno i počinje da raste radijalno, 
odnosno da deblja. Debljanjem su u najvećoj meri zahvaćene prve tri internodije na 
bazi stolona, usled čega se distalne internodije pomeraju prema apikalnom delu 
krtole. 
 
Anatomija krtole značajno je pojednostavljena u odnosu na anatomiju 
stolona, odnosno izdanka. Kora (lat. cortex) i srž krtole diferenciraju se iz apikalnog 
meristema stolona, dok se između njih diferencira perimedularna zona, koja se 
sastoji od spoljašnjeg floema, primarnog ksilema, unutrašnjeg floema i 
interfascikularnog (radijalnog) parenhima (Reeve i sar. 1969). 
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Debljanje krtole uzrokovano je kako ćelijskim deobama, tako i rastenjem 
ćelija. Ćelijske deobe su najintenzivnije u perimedularnoj zoni krtole, dok je 
rastenje ćelija najznačajnije u srži krtole. Kod biljaka gajenih in vitro, debljanje 
krtole se zaustavlja kada dostigne prečnik od 8 mm. Pretpostavljeno je da do toga 
dolazi usled nemogućnosti biljaka gajenih in vitro da intenziviraju rastenje u 
perimedularnoj zoni krtole, što može biti posledica neintaktnosti biljke i/ili 
nedostupnosti određenih značajnih nutrijenata u hranljivoj podlozi in vitro. Kod 
biljaka gajenih ex vitro u ovom stadijumu rastenja krtole (kada dostignu prečnik od 
8 mm) dolazi do naglog ubrzavanja rastenja u perimedularnoj zoni, gde se 
intenziviraju kako ćelijske deobe, tako i rastenje ćelija. U ovom stadijumu ravni 
ćelijskih deoba postaju nasumične i krtola raste u svim pravcima, a broj 
parenhimskih ćelija u perimedularnoj zoni koje talože skrob, kao i sadržaj skrobnih 
zrna u njima, beleže vrtoglav porast (Xu i sar. 1998b). 
 
1.2.3. Uvećavanje krtola 
 
 Biološki smisao uvećavanja krtole je akumulacija skroba, koji treba da 
posluži kao izvor energije mladoj biljčici koja će se razviti po završetku perioda 
mirovanja (Rodríguez-Falcón i sar. 2006). Akumulacija skroba je biohemijski proces 
koji počiva na dopremanju saharoze kroz floem u tkivo rastuće krtole, razlaganju 
saharoze na heksozo-fosfate (fosforilisanu glukozu i fruktozu), i zatim ugrađivanju 
glukozo-6-fosfata u skrobni polimer. Ovaj proces vođen je aktivnošću određenog 
broja enzima ugljenohidratnog metabolizma i s obzirom na to da njihova aktivnost 
određuje brzinu uvećavanja polimera, ovi enzimi podležu metaboličkoj regulaciji 
(Fernie i sar. 2002). 
 
 Pokazano je da je akumulacija skroba u krtoli vođena prvenstveno 
aktivnošću tri citosolna enzima u ćelijama skrobnog parenhima: sintaze saharoze, 
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heksokinaze i fruktokinaze (Appeldoorn i sar. 1997; 2002). Sintaza saharoze 
katalizuje reverzibilnu reakciju hidrolize saharoze na monosaharide glukozu i 
fruktozu, bez prenosa fosfatne grupe, dok su heksokinaza i fruktokinaza 
odgovorne za fosforilaciju glukoze, odnosno fruktoze na C6-atomu. Glukozo- i 
fruktozo-6-fosfat su međusobno interkonvertibilni zahvaljujući dejstvu citosolne 
fosfoglukozoizomeraze, a glukozo-6-fosfat se transportuje u amiloplast, gde 
predstavlja supstrat za sintazu skroba (Fernie i sar. 2002). 
 
 Prilikom tranzicije stolona u krtolu, enzimska aktivnost sintaze saharoze, 
heksokinaze i fruktokinaze raste 4 do 12 puta (Appeldoorn i sar. 1997; 2002). Za 
sada nije poznato koji su regulatorni mehanizmi u procesu tuberizacije odgovorni 
za pojačanje aktivnosti ovih enzima ili eventualno transkripcije gena koji ih 
kodiraju. Poznato je, međutim, da je transkripcija gena za sintazu saharoze u 
listovima krompira pozitivno regulisana samom saharozom kao signalnim 
molekulom (Salanoubat i Belliard, 1989).  
 
 Povećanje aktivnosti sintaze saharoze, do kojeg dolazi prilikom inicijacije 
krtole, praćeno je istovremenim višestrukim smanjenjem aktivnosti invertaze 
ćelijskog zida, enzima koji ireverzibilno razlaže saharozu u apoplastu (Appeldoorn 
i sar. 1997). Invertaza ćelijskog zida je, kao i sintaza saharoze, katabolički enzim čija 
aktivnost određuje snagu organa uvira, održavajući gradijent saharoze kroz floem, 
u smeru prema organu uvira. Dok sintaza saharoze stvara ovakav gradijent 
saharoze u simplastu, invertaza ćelijskog zida deluje u apoplastu (Appeldoorn i 
sar. 1997). Prelazak sa apoplastnog na simplastni istovar saharoze prilikom 
tranzicije stolona u krtolu potvrđen je i praćenjem kretanja karboksifluoresceina, 
kao i radioaktivno (14C) obeleženih asimilata kroz floem stolona i krtola, a 
fluorescentni i radioaktivni signal kretali su se kroz apoplast u floemu stolona, ali 
kroz simplast u krtoli (Viola i sar. 2001). Smatra se da je biološki smisao prelaska sa 
 20 
apoplastnog na simplastni istovar saharoze prilikom formiranja krtole, u tome da 
se degradacija saharoze preusmeri sa invertaze ćelijskog zida (koja katalizuje 
ireverzibilnu hidrolizu saharoze u apoplastu) na sintazu saharoze, koja deluje u 
simplastu i katalizuje reverzibilnu enzimsku reakciju. Reverzibilna degradacija 
saharoze pogodnija je za metaboličku regulaciju i omogućava usaglašavanje 
dinamike potrošnje saharoze u krtoli sa metaboličkim potrebama cele biljke 
(Appeldoorn i sar. 2002; Geigenberger i sar. 2004). 
 
 
1.3. Genetičko inženjerstvo biljaka 
 
 Poslednje tri decenije u biljnoj biologiji obeležio je potpuno nov pristup 
dobijanju genetičkih linija biljaka sa željenim osobinama. Za razliku od 
tradicionalnih metoda selekcije, koje omogućavaju da odabirom roditeljskih linija 
postižemo kod potomstva postepen napredak kroz generacije u osobinama kao što 
su prinos, otpornost na sušu, patogene ili štetočine, genetičko inženjerstvo 
omogućava kvalitativni iskorak – odabirom gena od interesa i njegovom 
integracijom u genom biljke možemo dobiti genetičku liniju sa osobinama koje su 
potpuno nove za datu biljnu vrstu. Od kada su, pre 30 godina, tri grupe istraživača 
nezavisno jedni od drugih dobili uspešno eksprimiranje transgena u biljnim 
ćelijama (Bevan i sar. 1983; Fraley i sar. 1983; Herrera-Estrella i sar. 1983), ova 
moćna tehnologija je značajno napredovala i danas je u širokoj upotrebi radi 
dobijanja transgenih biljaka sa komercijalno poželjnim osobinama. Ukupna 
površina zasađena transgenim usevima ustostručila se od 1996. do 2012. i danas 
iznosi oko 1,7 miliona km2, odnosno 12% ukupne površine pod gajenim kulturama 
na svetu (James, 2012). Period ekspanzije genetičkog inženjerstva biljaka praćen je, 
međutim, i porastom javne zabrinutosti oko eventualnih štetnih posledica gajenja i 
korišćenja transgenih biljaka po zdravlje ljudi i zaštitu životne sredine (Taylor i 
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Hefle, 2001; Hollingworth i sar. 2003; Miki i McHugh, 2004; Goldstein i sar. 2005; 
Verma i sar. 2011; Ahmad i sar. 2012). 
 
 Genetičko inženjerstvo nije našlo primenu isključivo u poljoprivredi i 
industriji. Mogućnost dobijanja biljaka koje prekomerno eksprimiraju određeni gen 
ili je ekspresija gena utišana pomoću komplementarnog lanca iRNK, pružila je 
uvid u molekularno-biološke osnove rastenja i razvića biljaka, pre svega na model 
biljkama kao što je Arabidopsis thaliana. Široke mogućnosti koje pruža genetičko 
inženjerstvo omogućavaju disekciju mehanizama ekspresije gena, signalne 
transdukcije i hormonalne regulacije rastenja i razvića biljaka, sa značajnom 
primenom u fundamentalnim istraživanjima (Gepstein i Horwitz, 1995). 
 
1.3.1. Horizontalni transfer gena bakterija roda Agrobacterium u genom biljaka 
 
 Tehnologija genetičkog inženjerstva pomoću bakterija roda Agrobacterium 
zasniva se na fenomenu koji je jedinstven za odnose između biljaka i bakterija – 
horizontalnom transferu gena putem prirodnog mehanizma infekcije biljaka. 
Bakterije ovog roda – A. rhizogenes i A. tumefaciens, jedini su poznati organizmi koji 
mogu svoj genetički materijal prenositi na pripadnike drugog carstva (Lacroix i 
sar. 2006). Ove dve vrste Gram-negativnih bakterija koje žive u zemljištu, napadaju 
širok spektar biljnih vrsta, izazivajući bolest "dlakavih korenova" (eng. "hairy roots") 
u slučaju A. rhizogenes, odnosno "tumore" izdanka – "gale" (eng. "crown gall disease") 
u slučaju A. tumefaciens (Gelvin, 1990). Bakterije prodiru kroz minijaturne povrede 
na korenu, odnosno izdanku biljke, i u kontaktu sa biljnim ćelijama započinju 
koordinisanu ekspresiju gena, što rezultira transferom dela genetičkog materijala 
bakterija u biljne ćelije (Gelvin, 2003). 
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 Iako se fiziološka osnova bolesti "dlakavih korenova" i biljnih "tumora" – 
"gala" međusobno razlikuju, mehanizam transfera T-DNK (što je skraćenica od 
"transfer" DNK) u biljnu ćeliju, u slučaju obe bakterijske vrste suštinski je zajednički 
(Gelvin, 1990). Sekvenca T-DNK se nalazi na Ri-plazmidu ("root inducing") kod A. 
rhizogenes, odnosno na Ti-plazmidu ("tumour inducing") kod A. tumefaciens. Ona 
kodira gene čija je ekspresija u biljnoj ćeliji odgovorna za patogenezu. To su, u 
slučaju Ri-plazmida, geni za biosintezu indol-sirćetne kiseline (IAA), koja 
predstavlja biljni hormon iz grupe auksina, kao i geni za biosintezu opina, 
ugljenohidratno-aminokiselinskih konjugata koje Agrobacterium efikasno koristi 
kao izvor ugljenika i azota za razliku od drugih mikroorganizama, kao i same 
biljne ćelije, što mu pruža selektivnu prednost (Pitzschke i Hirt, 2010; Chandra, 
2012). Osim gena za biosintezu auksina i opina, u okviru T-DNK kod A. tumefaciens 
nalazi se i gen za izopentenil-transferazu (ipt), ključni enzim u biosintezi 
citokinina. Biosinteza velikih količina citokinina i auksina omogućava 
dediferencijaciju i proliferaciju biljnih ćelija zaraženih bakterijama A. tumefaciens. 
Budući da je biosinteza auksina i citokinina kodirana genima koji se nalaze na 
molekulu T-DNK integrisanom u genom inficiranih ćelija, prisustvo bakterija nije 
neophodno za dalje širenje tumora (Gelvin, 1990). 
 
 Izvan sekvence T-DNK, Ri-plazmid A. rhizogenes, odnosno Ti-plazmid A. 
tumefaciens, sadrži i lokus za početak replikacije (eng. "origin"), gene za katabolizam 
opina, kao i gene virulentnosti koji se nalaze na lokusu vir, i označeni su slovima, 
od virA do virG (Gelvin, 2003). Upravo su proteinski produkti ovih gena odgovorni 
za kompletan mehanizam infekcije biljnih ćelija, kao i za sve korake transfera T-
DNK, počev od njenog isecanja iz Ri-, odnosno Ti-plazmida, preko transporta kroz 
ćelijski zid i membranu biljne ćelije, sve do nukleusa i ugradnje T-DNK u genom 
biljke (Pitzschke i Hirt, 2010). 
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Povređene biljne ćelije luče određena fenolna jedinjenja, kao što je 
acetosiringon (Jacyn Baker i sar. 2005), čije prisustvo aktivira signalnu kaskadu u 
kojoj su centralni akteri proteini VirA i VirG, produkti istoimenih gena koji se kod 
Agrobacterium tumefaciens konstitutivno eksprimiraju (Stachel i Nester, 1986). Ova 
činjenica je našla značajnu primenu u laboratorijskoj praksi, gde je dodavanjem 
acetosiringona u hranljivu podlogu moguće povećati efikasnost transformacije 
biljnih tkiva bakterijama iz roda Agrobacterium (Kuta i Tripathi, 2005; Pitzschke i 
Hirt, 2010). Aktivacija signalnog sistema VirA/VirG vodi amplifikaciji signala 
mehanizmom pozitivne povratne sprege. Protein VirA histidin-kinaznom 
aktivnošću fosforiluje VirG i prevodi ga u aktivno stanje u kojem on postaje 
transkripcioni faktor i inicira transkripciju gena virA i virG (otuda pokretanje 
mehanizma pozitivne povratne sprege), ali i ostalih gena koji se nalaze na lokusu 
vir (Brencic i Winans, 2005). 
 
 Za uspostavljanje kontakta između Agrobacterium tumefaciens i biljnih ćelija 
odgovorna su tri proteina koja su kodirana genima na hromozomskoj DNK 
bakterije (McCullen i Binns, 2006). Prilikom uspostavljanja kontakta, na membrani 
bakterijske ćelije se formira kompleks koji čini 11 proteina familije VirB zajedno sa 
proteinom VirD4 (Christie i sar. 2005). S druge strane, kompleks VirD1/VirD2 
svojom endonukleaznom aktivnošću iseca polinukleotid T-DNK iz Ri-, odnosno 
Ti-plazmida. Protein VirD2 ostaje kovalentno vezan za 5'-kraj jednolančane T-DNK 
i učestvuje u njenom prenosu kroz transporter VirB1-11/VirD4 u biljnu ćeliju i 
nukleus, a u ovom procesu učestvuje i VirE2 (Gelvin, 2003; Pitzschke i Hirt, 2010). 
Za razliku od VirD2, čiji se monomer vezuje za 5'-kraj T-DNK, VirE2 je 
homopolimer čije se subjedinice (njih oko 600) vezuju za jednolančanu T-DNK 
"umotavajući" je, i na taj način je štite od interakcija sa drugim molekulima u biljnoj 
ćeliji. Kompleks VirD2-T-DNK/VirE2 se zatim transportuje u nukleus biljne ćelije 
(Zupan i sar. 1996). U biljnu ćeliju se, kroz transporter VirB1-11/VirD4, prenose i 
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proteini VirD5, VirE3 i VirF (Vergunst i sar. 2005). Smatra se da je VirE3 
neophodan za upućivanje polimera VirE2 vezanog za T-DNK, u nukleus biljke 
(Lacroix i sar. 2005), dok VirD5 igra ulogu transkripcionog faktora u nukleusu 
biljke (Schrammeijer i sar. 2000). Izgleda da se VirF u nukleusu biljne ćelije 
udružuje sa biljnim proteolitičkim aparatom, aktivirajući proteolizu kompleksa 
VirD2-T-DNK/VirE2, što vodi oslobađanju polinukleotida T-DNK i njegovoj 
ugradnji u genom biljke (Schrammeijer i sar. 2001). 
 
 O samoj ugradnji T-DNK u genom biljke zna se vrlo malo. Smatra se da do 
integracije dolazi putem ilegitimne rekombinacije (Mayerhofer i sar. 1991). Još 
uvek nije jasno ni da li T-DNK "napada" genomsku DNK kao jednolančani 
molekul, pa do replikacije komplementarnog lanca dolazi tek naknadno, ili se 
replikacija događa pre ugradnje u genomsku DNK (Pitzschke i Hirt, 2010). Izvesno 
je samo da ligaciju T-DNK u genomsku DNK biljke vrše biljne ligaze a ne VirD2 
(Ziemienowicz i sar. 1999), ali je prisustvo VirD2 na 5'-kraju T-DNK neophodno za 
integraciju T-DNK u biljni genom u celosti, pošto mutacija u genu virD2 vodi 
deleciji 5'-kraja transgene sekvence ugrađene u biljni genom (Tinland i sar. 1995). 
 
 Međutim, biljke su razvile mehanizme odbrane od patogena koji se 
označavaju kao "urođeni odbrambeni odgovor biljaka" (Pitzschke i sar. 2009). 
Procesom prirodne selekcije biljke su "naučile" da prepoznaju tzv. molekularne 
obrasce povezane sa patogenima (eng. PAMP – "Pathogen-Associated Molecular 
Patterns"). Kao okidači "urođenog imunog odgovora biljaka" mogu delovati brojni 
mali molekuli karakteristični za bakterijske ili gljivične patogene, kao što su 
flagelin (Gomez-Gomez i sar. 1999), hitin (Kaku i sar. 2006) ili bakterijski 
elongacioni faktor translacije – EF-Tu (Zipfel i sar. 2006). Vezivanje ovih malih 
molekula za odgovarajuće receptore na biljnim ćelijama aktivira signalne puteve 
mitogen-aktiviranih protein-kinaza (MAPK), što pokreće raznovrsne odbrambene 
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mehanizme biljke, među kojima su produkcija reaktivnih kiseoničnih vrsta i 
pokretanje hipersenzitivne nekrotičke reakcije (Pitzschke i sar. 2009). 
Hipersenzitivna nekrotička reakcija, pokrenuta odbrambenim mehanizmima 
biljaka prilikom inokulacije sa Agrobacterium tumefaciens, jedan je od osnovnih 
uzroka nekroze transformisanih tkiva i niske stope preživljavanja transformisanih 
eksplantata u laboratorijskoj praksi genetičkog inženjerstva biljaka (Kuta i Tripathi, 
2005; Dan, 2008). Reaktivne kiseonične vrste, do čije intenzivne produkcije dolazi 
prilikom hipersenzitivne nekrotičke reakcije, deluju i baktericidno, osim što 
dovode do nekroze transformisanog tkiva (Wojtaszek, 1997). Osim toga, umiruća 
tkiva produkuju i antimikrobne supstance, koje sprečavaju dalje širenje infekcije 
bakterijama iz roda Agrobacterium (Dan, 2008). 
 
 Najnovija otkrića govore u prilog tezi da je prirodna selekcija dovela do 
koevolucije između mehanizama virulentnosti A. tumefaciens i elemenata 
"urođenog odbrambenog odgovora" biljaka (Pitzschke i sar. 2009). Vezivanje 
bakterijskog flagelina za receptor Flg22 (Gomez-Gomez i sar. 1999) pokreće biljnu 
mitogen-aktiviranu protein kinazu 3 (MPK3), koja fosforiluje biljni protein VIP1, 
čime izaziva njegov transport u nukleus. Protein VIP1 je transkripcioni faktor čiji 
transport u nukleus ima smisao da pokrene transkripciju gena rezistencije na 
patogene. Međutim, VIP1 interaguje sa bakterijskim proteinom VirE2, čime 
olakšava transport kompleksa VirD2-T-DNK/VirE2 u nukleus (Djamei i sar. 2007). 
Prilikom ulaska u nukleus, VirE2 interaguje sa proteinom VirF koji pokreće 
proteolizu kompleksa VirE2/VIP1, tako da se transkripcioni faktor VIP1 
razgrađuje pre nego što pokrene transkripciju gena rezistencije na patogene. Na taj 
način bakterijska molekularna mašinerija je "zloupotrebila" protein VIP1 koji 
učestvuje u odbrambenom mehanizmu biljke i preokrenula njegovu funkciju u 
svoju adaptivnu korist (Pitzschke i sar. 2009). 
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1.3.2. Ekspresioni vektori u genetičkom inženjerstvu 
 
 Uprkos rastućem broju razvijenih metodologija transformacije biljnih ćelija, 
protokoli koji se oslanjaju na transformaciju in vitro pomoću Agrobacterium 
tumefaciens ostali su do danas dominantni u praksi genetičkog inženjerstva (Rao i 
sar. 2009). Ovi protokoli podrazumevaju modifikaciju Ti-plazmida A. tumefaciens 
uklanjanjem T-DNK, na čije mesto se ugrađuje rekombinantna sekvenca koja 
sadrži željene ekspresione kasete (Rao i sar. 2009; Pitzschke i Hirt, 2010). 
Uklanjanjem gena za biosintezu citokinina, auksina i opina iz T-DNK dobija se 
"razoružani" (eng. "disarmed") Ti-plazmid, a na mesto T-DNK se putem 
rekombinacije ugrađuje željena polinukleotidna sekvenca koja će biti integrisana u 
genom biljke. Zahvaljujući prisustvu vir lokusa izvan T-DNK, bakterije su 
sposobne da inficiraju biljne ćelije i ugrade u biljni genom izmenjenu T-DNK, ali 
inficirane ćelije nemaju sposobnost autonomne proliferacije, već se njihova deoba 
može indukovati dodavanjem regulatora rastenja u hranljivu podlogu. Na ovaj 
način transformisanim ćelijama je omogućeno da regenerišu zdrave, fertilne biljke 
koje će u svom genomu nositi transgen i biti sposobne da ga prenesu svom 
potomstvu (Newell, 2000). 
 
 Jedan od prvih sintetičkih vektora za transformaciju biljaka pomoću A. 
tumefaciens bio je plazmid pBin19 (Bevan, 1984). Ovaj vektor je u okviru T-DNK 
sadržao dve važne sekvence. Jedna je ekspresiona kaseta sa genom nptII koji 
kodira neomicin-fosfotransferazu II, enzim koji omogućava rezistenciju 
transformisanih biljaka na selektivni antibiotik kanamicin. Ekspresija ovog gena u 
okviru plazmida pBin19 bila je pod kontrolom genetičkih regulatornih elemenata 
iz A. tumefaciens, promotora i terminatora gena za nopalin sintazu (nos). Druga 
značajna sekvenca u okviru T-DNK je polilinker, region bogat oligonukleotidima 
koje prepoznaju najčešće korišćene restrikcione endonukleaze, što omogućava 
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kloniranje željene polinukleotidne sekvence u okvire T-DNK. Željena sekvenca 
mora sadržati, osim kodirajućeg regiona, i odgovarajuće regulatorne sekvence 
(konstitutivni ili inducibilni promotor, a po potrebi i pojačivače – eng. "enhancers") 
koji omogućavaju njenu uspešnu ekspresiju u biljnoj ćeliji. Ovako dizajniran 
plazmid omogućavao je transfer gena od interesa u genomsku DNK biljke zajedno 
sa selektivnim markerom, što je olakšavalo proceduru skrininga transformanata 
upotrebom selektivnih hranljivih podloga (Bevan, 1984). 
 
Iako su od prve upotrebe plazmida pBin19 metode transformacije biljaka 
znatno napredovale, protokoli za transformaciju biljaka pomoću A. tumefaciens još 
uvek počivaju na upotrebi transformacionih vektora koji su suštinski uporedivi sa 
pBin19, iako su neki među njima znatno kompleksniji (Rao i sar. 2009). Zabrinutost 
javnosti za interspecijsko širenje gena rezistencije na antibiotike horizontalnim 
transferom usled njihove prekomerne upotrebe u genetičkom inženjerstvu biljaka, 
dovela je poslednjih godina do razvijanja protokola za transformaciju koji ne 
uključuju selektivne markere ili omogućavaju njihovu jednostavnu eliminaciju iz 
transgenih biljaka naknadnom intervencijom (Miki i McHugh, 2004; Goldstein i 
sar. 2005; Kopertekh i sar. 2012). 
 
1.3.3. Faktori koji mogu ugroziti ekspresiju transgena: pozicioni efekat i utišavanje 
gena 
 
 Ekspresija transgena u tkivima transformisanih biljaka zavisi od nekoliko 
faktora. Prvenstveno, transkripciona aktivnost transgena zavisi od pozicije u 
genomu u koju je transgen insertovan – ovaj fenomen je poznat kao "pozicioni 
efekat" (Dean i sar. 1988; Mlynárová i sar. 1994; Matzke i Matzke, 1998; van 
Leeuwen i sar. 2001). Integracija u transkripciono aktivni, euhromatinski deo 
genoma, obično visokog AT-sadržaja i lociran bliže krajevima hromozoma – 
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najčešće je povezana sa visokim stepenom ekspresije transgena, dok ugradnja u 
heterohromatinske regione sa visokim sadržajem GC parova, bliže centromeri, 
rezultira slabijom ekspresijom ili odsustvom ekspresije (Iglesias i sar. 1997). Pored 
toga, transgen se može ugraditi na poziciju koja je pod lokalnim dejstvom cis-
regulatornih elemenata, odnosno pojačivača (eng. "enhancers") ili utišivača (eng. 
"silencers"), što može dovesti do neželjenog pojačavanja ili utišavanja njegove 
ekspresije (Francis i Spiker, 2005). Poznato je da su insercije T-DNK u genom 
krompira praktično nasumične, te je očekivano da se više od polovine svih 
transgena insertuje u transkripciono neaktivne regione (Jacobs i sar. 1995). 
 
Osim toga, mehanizmima utišavanja (eng. "silencing") mogu naknadno 
podleći čak i transgeni koji su ugrađeni u transkripciono aktivne delove genoma 
(Finnegan i McElroy, 1994; Neuhuber i sar. 1994; Matzke i Matzke, 1995; 1998; Stam 
i sar. 1997; Plasterk i Ketting, 2000; Singer i sar. 2012). Utišavanje gena predstavlja 
odbrambeni mehanizam pomoću kojeg biljke štite svoj genetički integritet od 
upada "stranih" genetičkih elemenata, kao što su virusi i transpozoni (Matzke i 
Matzke, 1998; Plasterk i Ketting, 2000). 
 
Utišavanje se odvija na dva nivoa. Transkripciono utišavanje podrazumeva 
hipermetilaciju DNK sekvence, što može značajno smanjiti efikasnost transkripcije 
ili je potpuno ukinuti (Stam i sar. 1998; Mette i sar. 1999). Posttranskripciono 
utišavanje nastupa u slučaju akumulacije velikog broja međusobno homologih 
molekula RNK u citosolu, usled čega dolazi do stvaranja dvolančanih RNK 
hibrida, koji zatim podležu razgradnji specifičnim RNKazama (Lindbo i sar. 1993). 
Oba fenomena karakterišu se dominantnim uticajem. Hipermetilacija se proširuje 
sa jedne homologe sekvence u genomu na drugu, susednu (cis-inaktivacija) ili 
udaljenu (trans-inaktivacija); ili se pak dve homologe sekvence koordinisano 
hipermetiluju, što je poznato kao kosupresija (Matzke i Matzke, 1995). Signal 
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posttranskripcionog utišavanja takođe se proširuje kroz biljku i to akropetalno, 
migracijom "antisense" molekula RNK pri čemu utišana tkiva imaju dominantan 
efekat na neutišana (Palauqui i sar. 1997; Voinnet i sar. 1998). Postoje indicije da 
mehanizmi posttranskripcionog utišavanja putem RNK-DNK interakcija mogu 
delovati na genom i pokrenuti mehanizme metilacije DNK koji dalje vode 
transkripcionom utišavanju (Jones i sar. 1999). 
 
Mehanizmi koji su odgovorni za utišavanje gena imaju sposobnost 
prepoznavanja "stranih" gena, bilo kao strukturno različitih od genetičkog 
materijala domaćina (Matzke i Matzke, 1995), ili kao repetitivnih sekvenci (alelskih 
– prisutnih u homozigotnom stanju na homologim hromozomima; ili ektopičnih – 
prisutnih na nasumičnim mestima u genomu; Assaad i sar. 1993). Neki izuzetno 
transkripciono aktivni virusni promotori, kao što je CaMV 35S, takođe mogu 
podleći utišavanju (Elmayan i Vaucheret, 1996). Promotor CaMV 35S izolovan je iz 
genoma mozaičnog virusa karfiola (eng. "Cauliflower Mosaic Virus"), gde daje 
transkript sedimentacione konstante 35 Svedbergovih jedinica. Ovaj promotor 
omogućava visoku stopu transkripcije i konstitutivno je aktivan, zbog čega je u 
širokoj upotrebi u genetičkom inženjerstvu biljaka (Benfey i sar. 1989). Prilikom 
transformacije biljaka, pogotovo kada se koristi promotor 35S i ako se transgen 
ugradi na veći broj mesta u genomu, može doći do potpunog utišavanja ekspresije 
transgena i zato ovakve genetičke linije treba ukloniti iz eksperimenta (Birch, 
1997). Utišavanje se ne mora dogoditi odmah nakon transkripcionog događaja, već 
može i prilično kasniti – upravo je to razlog iz kojeg savremeni protokoli za 
regeneraciju transformanata preporučuju upotrebu selektivnog antibiotika i do šest 
meseci nakon transformacije, što omogućava eliminaciju transformisanih linija kod 
kojih je mehanizam utišavanja uključen naknadno (Birch, 1997). 
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Transformisane linije kod kojih ekspresija transgena nije utišana, uobičajeno 
se međusobno razlikuju po pitanju nivoa ekspresije, što se objašnjava pozicionim 
efektom. Moguće je da, u zavisnosti od lokacije na kojoj se insertovao transgen kod 
različitih transgenih linija, promotor koji vodi njegovu ekspresiju radi različitom 
jačinom ili pokazuje različit vremenski i tkivno-specifični obrazac transkripcione 
aktivnosti. Pokazano je da ekspresija transgena pod dejstvom promotora 35S varira 
od tkiva do tkiva i u vremenu, najverovatnije zbog pozicionog efekta (van 
Leeuwen i sar. 2001). 
 
Pozicioni efekat može na još jedan značajan način uticati na genetičke 
karakteristike transformisanih linija. Insercija transgena u određeni lokus na 
hromozomu narušava strukturu tog lokusa, između ostalog dovodeći potentni 
promotor 35S u neposrednu blizinu gena koji se tu nalaze, što menja obrazac 
njihove ekspresije (Zheng i sar. 2007). Insercija transgena može imati za posledicu i 
aktivaciju transpozonskih elemenata, koji dalje mogu dovesti do genetičkih 
rearanžmana i izazvati pojavu novih mutacija. Ovaj fenomen poznat je kao 
inserciona mutageneza i smatra se uzrokom učestalih somaklonalnih varijacija koje 
se javljaju kod transformanata tokom izvesnog vremenskog perioda neposredno 
nakon transformacije (Matzke i Matzke, 1998). Kod poliploidnih biljaka kao što je 
krompir, ovakvi događaji retko rezultiraju vidljivim posledicama jer se njihovi 
efekti kompenzuju delovanjem preostalih alela (Conner i sar. 1994). 
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1.4. Citokinini 
 
Citokinini su klasa biljnih hormona sa širokim spektrom bioloških efekata, 
kao što su stimulacija umnožavanja ćelija (citokineza - otuda njihovo ime), 
regulacija meristemske aktivnosti, regulacija razvića izdanka i korena, apikalna 
dominacija, metabolizam i particija hranljivih materija, klijanje semena, 
diferencijacija hloroplasta, regulacija senescencije listova, odgovor na stres i mnogi 
drugi (Mok i Mok, 2001). Iako su citokinini otkriveni pre više od pola stoleća, 
molekularni mehanizmi metabolizma i signalnog delovanja ove grupe biljnih 
hormona tek su nedavno počeli da se rasvetljavaju. 
 
Citokinini su otkriveni 50-tih godina prošlog veka kao supstance koje u 
biljnim ćelijama pobuđuju mitotički potencijal. Prve supstance koje su u kulturi 
biljnih tkiva korišćene da bi se postigao efekat citokinina bili su sok od paradajza, 
sok od pomorandže, ekstrakt kvasca, kokosovo mleko i autoklavirana sperma 
haringe, iz koje je 1955. godine izolovan produkt oksidativne degradacije DNK - 
kinetin i identifikovan kao prvi citokinin (Miller i sar. 1956). Letham i saradnici su 
1963. godine izolovali trans-zeatin iz nezrelog endosperma kukuruza i 
okarakterisali ga kao prvi prirodni citokinin. 
 
1.4.1. Struktura citokinina 
 
Prirodni citokinini imaju strukturu N6-supstituisanog adenina, a prema 
hemijskoj prirodi supstituenta mogu se podeliti na izoprenoidne i aromatične 
citokinine. Neke sintetičke supstance sa citokininskim efektom, kao što su 
tidiazuron (TDZ) i N-fenil-N'-(2-hloro-4-piridil)urea (CPPU), nemaju adeninsku 
strukturu (Mok i Mok, 2001). 
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Izoprenoidni citokinini (slika 2) sadrže jednu izoprenoidnu (C5) jedinicu 
nastalu od dimetil-alil-difosfata (DMAPP), vezanu za N6 atom adenina. Ova klasa 
citokinina je široko rasprostranjena, a obuhvata N6-(Δ2-izopentenil) adenin (iP), 
trans-zeatin (tZ), cis-zeatin (cZ), dihidrozeatin (DHZ) i njihove derivate. Trans- i cis-
izomeri zeatina nastaju hidroksilacijom bočnog lanca iP u trans-, odnosno cis-
položaju, dok DHZ nastaje zasićivanjem dvogube veze u zeatinu. Razlike u 
strukturi bočnih lanaca citokinina značajne su jer određuju razlike u afinitetu 
vezivanja za receptore, što određuje njihovu funkciju – ali i razlike u afinitetu 
vezivanja za enzime koji učestvuju u njihovom metabolizmu, što određuje različit 
stepen njihove metaboličke regulacije (Mok i Mok, 2001; Sakakibara, 2006; Bajguz i 
Piotrowska, 2009). 
 
Za razliku od izoprenoidnih, aromatični citokinini imaju za N6 atom adenina 
vezano aromatično jezgro, koje može biti supstituisano hidroksi- ili metoksi-
grupom. Ova grupa citokinina otkrivena je do danas u tkivima velikog broja 
biljnih vrsta (Stirk i sar. 2012). U aromatične citokinine svrstavaju se benzil-adenin 
(BA), kao i njegovi hidroksil-derivati, orto-topolin (oT) i meta-topolin (mT), i 
metoksi-derivati, orto-metoksitopolin (meoT) i meta-metoksitopolin (memT) 
(Tarkowská i sar. 2003). Neki autori u aromatične citokinine svrstavaju i kinetin (6-
furfuril-aminopurin), produkt oksidativne degradacije DNK koji se ne može 
smatrati prirodnim citokininom, jer nije potvrđeno da se javlja kod biljaka in vivo 
(Mok i Mok, 2001). Kod kinetina na N6 atomu adenina javlja se umesto benzil-
grupe petočlani aromatični prsten sa kiseonikom - furanski prsten. 
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Slika 2. Struktura izoprenoidnih citokinina – slobodnih baza i O- i N-glukozida. 
Prema: Bajguz i Piotrowska (2009). 
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Imajući u vidu da se osnovnom biološkom funkcijom citokinina smatra 
njihov stimulativni efekat na citokinezu, njihova adeninska struktura ne treba da 
čudi - naime, ćelija koja je spremna na mitotičku deobu mora raspolagati velikom 
količinom azotnih baza i nukleotida za de novo sintezu DNK, a adeninski 
nukleotidi dele svoje metaboličke puteve sa citokininima (Hirose i sar. 2008). 
 
1.4.2. Konjugati citokinina 
 
Prirodni citokinini mogu biti prevedeni i u biološki slabije aktivne ili 
neaktivne konjugate i to u formi: 
 ribozida (ribonukleozida) – ribozilacijom N9 atoma purinskog prstena od iP, 
tZ, cZ i DHZ nastaju iPR, tZR, cZR, odnosno DHZR; 
 ribotida (ribonukleotida) - vezivanjem ribozida preko C5' atoma riboze za 
jedan, dva ili tri fosfatna ostatka, dajući ribozid-5'-monofosfate (RMP), 
ribozid-5'-difosfate (RDP) ili ribozid-5'-trifosfate (RTP); 
 O-glukozida ili O-ksilozida – glukozilacijom ili ksilozilacijom atoma 
kiseonika bočnog lanca slobodnog tZ, cZ, DHZ, njihovih ribozida (ali ne i 
ribotida), ili aromatičnih citokinina (Bajguz i Piotrowska, 2009; Stirk i sar. 
2012). O-acetilacija je takođe konstatovana u pojedinim vrstama biljaka 
(Letham i Zhang, 1989); 
 N-glukozida – glukozilacijom atoma azota purinskog prstena (N3, N7 ili N9) 
citokininskih slobodnih baza, njihovih ribozida i ribotida (Bajguz i 
Piotrowska, 2009); 
 lupinske kiseline - konjugacijom alanina za N9 atom purinskog prstena 
(Duke i sar. 1978). 
 
Prevođenje biološki aktivnih citokinina u ribozide, ribotide, O-glukozide i 
O-ksilozide su reverzibilni procesi, dok je N-glukozilacija ireverzibilna, kao i 
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konjugacija sa alaninom (Bajguz i Piotrowska, 2009). Izuzetak je N3-glukozilacija 
koja je reverzibilna (Kamínek i sar. 1997). Smatra se da je smisao ribozilacije i O-
glukozilacije u privremenoj inaktivaciji, transportu i skladištenju citokinina. 
Ribozilacija ima ključnu ulogu u transportu citokinina (smatra se da se citokinini 
većinski transportuju kroz ksilem biljaka u formi tZR, koji se zatim u nadzemnim 
delovima biljke, pre svega listovima, aktivira ili inaktivira prevođenjem u 
slobodnu formu ili u glukozide; iPR se transportuje u suprotnom smeru, kroz 
floem), dok O-glukozidi predstavljaju osnovnu formu skladištenja citokinina 
(Sakakibara, 2006; Bajguz i Piotrowska, 2009). Prednost O-glukozida kao osnovne 
forme citokinina za skladištenje je što je ova modifikacija reverzibilna a ipak 
prilično stabilna, i otporna na degradaciju citokinin-oksidazom/dehidrogenazom 
(Veach i sar. 2003). N-glukozidi i konjugati sa alaninom takođe su veoma stabilni 
molekuli, ali ove modifikacije su uglavnom ireverzibilne i slobodni citokinini se iz 
njih više ne mogu regenerisati. 
 
1.4.3. Zastupljenost i značaj citokinina 
 
Danas se smatra da se citokinini javljaju kod svih biljaka. Izoprenoidni 
citokinini su pronađeni kod svih vrsta biljaka ispitivanih do danas (Sakakibara, 
2006). Najrasprostranjeniji citokinin viših biljaka je tZ; njemu se ujedno pripisuje 
najznačajnija biološka uloga. Široko je rasprostranjen i iP, i to pre svega u formi 
ribozida. U poslednje vreme se sve veća važnost pridaje i cis-zeatinu. U brojnim 
vrstama kako dikotila tako i monokotila otkriveno je da su citokinini cis-zeatinskog 
tipa zastupljeni sa više od 50% ukupnog nivoa citokinina, pri čemu su cZOG i 
cZROG najzastupljeniji (Gajdošová i sar. 2011; Stirk i sar. 2012). Značaj cis-zeatina, 
kao i aromatičnih citokinina u razviću biljaka bio je dugo opovrgavan, ali u 
poslednje vreme pokazana je njihova umešanost u mnoge procese, između ostalog 
u sazrevanju i klijanju semena (Stirk i sar. 2012). 
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Sa napretkom osetljivih instrumentalnih metoda, aromatični citokinini 
pronalaze se kod rastućeg broja vrsta vaskularnih biljaka (Stirk i sar. 2012) kao i 
kod briofite Physcomitrella patens (von Schwartzenberg i sar. 2007) tako da je i 
njihova opšta rasprostranjenost u biljnom svetu vrlo verovatna. Danas se smatra 
da aromatični citokinini imaju značajniju ulogu u zrelim, diferenciranim tkivima 
nego u mladim tkivima sa intenzivnom ćelijskom deobom (Stirk i sar. 2012). 
 
Funkcija citokinina kao regulatora rastenja je potvrđena samo kod 
skrivenosemenica, četinara i mahovina, ali ipak se smatra da oni regulišu rastenje, 
razviće i metabolizam kod svih biljaka. Citokinini su otkriveni kod algi i paprati, 
ali njihova regulatorna funkcija kod ovih grupa biljaka još uvek nije nedvosmisleno 
potvrđena (Sakakibara, 2006). Sadržaj citokinina kod vaskularnih biljaka je visok, 
1-100 μg/g sveže mase, a najviši je u semenima i tkivima za skladištenje 
(Sakakibara, 2006). Do sada u literaturi nema podataka o sadržaju ukupnih 
citokinina kod krompira. Nivo pojedinih molekulskih vrsta citokinina određen je 
kod biljaka krompira sorti "Sante" (Dermastia i sar. 1996) i "Kamyk" (Yakovleva i 
sar. 1997), gajenih in vitro. 
 
Citokininski molekuli javljaju se i kao modifikovane adeninske baze u 
molekulima tRNK i to ne samo kod biljaka, već i kod životinja (Sakakibara, 2006). 
Najčešći oblik u kojem se citokinini javljaju kao modifikovani adenin u molekulima 
tRNK je cZ (Stirk i sar. 2012). Iako je pokazano da kod mahovina, kao što je 
Physcomitrella patens, cis-zeatinski citokinini vode većinsko poreklo iz molekula 
tRNK (von Schwartzenberg i sar. 2007), kod vaskularnih biljaka to verovatno nije 
slučaj (Stirk i sar. 2012). 
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1.4.4. Biosinteza citokinina 
 
Citokinini se sintetišu u meristemskim tkivima biljaka, uključujući vršni 
meristem izdanka, mlade listove, kambijalni region, ali u najznačajnijoj meri 
sintetišu se u vršnom meristemu korena (Nooden i Letham, 1993). Ključni enzim u 
sintezi izoprenoidnih citokinina je izopentenil-transferaza (IPT), čiji je supstrat 
dimetil-alil-difosfat (DMAPP) (Kakimoto, 2001). Izopentenil-transferaza vrši transfer 
izopentenil-grupe sa DMAPP na AMP, ADP ili ATP, čime se dobija izopentenil-
adenin-ribonukleotid-monofosfat, -difosfat ili -trifosfat (iPRMP, iPRDP odnosno 
iPRTP), čijom defosforilacijom nastaju biološki aktivni iPR i iP (Sakakibara, 2006). 
 
DMAPP je izoprenska jedinica koja je prekursor za biosintezu terpenoidnih 
jedinjenja i nastaje kao produkt u dva biosintetička puta: metil-eritritolfosfatnom 
(MEP) i mevalonatnom (MVA) putu. U citosolu se biosinteza terpenoidnih 
jedinjenja odvija MVA putem, a u plastidima MEP putem (Yu i Utsumi, 2009). Iako 
je pokazano da je kod Arabidopsis thaliana DMAPP ugrađen u iP prevashodno 
poreklom iz MEP puta, nije isključeno da bi pod drugačijim sredinskim uticajima 
MVA put mogao imati značajniju ulogu u biosintezi citokinina, pogotovo cZ (Ǻstot 
i sar. 2000). Prema različitim modelima, u ovakvom nastanku molekula cis-
zeatinskog tipa DMAPP poreklom iz MVA puta može biti prenet na adeninski 
nukleotid ugrađen u molekul tRNK (Kasahara i sar. 2004) ili na slobodni ADP ili 
ATP (Ǻstot i sar. 2000) u procesu koji ne uključuje sintezu iPRDP ili iPRTP kao 
intermedijera ("iP-nezavisni biosintetski put"), već se cZRDP, odnosno cZRTP 
sintetiše direktno. Ovi modeli biosinteze cis-zeatinskih citokinina ipak još uvek 
nisu široko prihvaćeni i sinteza cis-zeatina zahteva dodatno rasvetljavanje (Stirk i 
sar. 2012). 
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Izvesno je da se u osnovnom putu sinteze trans-zeatina kod viših biljaka iP-
monofosfat i -difosfat (iPRMP i iPRDP; ali ne i trifosfat iPRTP) hidroksiluju 
pomoću membranskih monooksigenaza (CYP735A1 i CYP735A2) kuplovanih sa 
citohromom P450, te nastaje tZRMP, odnosno tZRDP (Takei i sar. 2004b). Dugo je 
važilo verovanje da interkonverziju između cZ i tZ, odnosno cZR i tZR vrši enzim 
zeatin-cis-trans izomeraza, ali nedavno je pokazano da je malo verovatno da se 
ovakav proces odvija u biljkama in vivo (Gajdošová i sar. 2011). Monooksigenaze 
verovatno deluju i na aromatične citokinine prevodeći BA u orto- ili meta-topolin 
hidroksilacijom bočne benzil-grupe u orto- ili meta-položaju (Takei i sar. 2004b). 
 
U genomu Arabidopsis thaliana otkriveno je 9 različitih gena koji kodiraju 
izopentenil-transferazu (AtIPT1-9). AtIPT2 predstavlja tRNA-IPT, a AtIPT9 kodira 
protein sličan tRNA-ipt pronađenom kod cijanobakterija. Preostalih sedam AtIPT 
gena imaju biološku funkciju sinteze citokinina, sa različitom tkivnom 
specifičnošću (Miyawaki i sar. 2004). Podaci o tkivno-specifičnoj ekspresiji gena 
koji učestvuju u biosintezi, ali i katabolizmu citokinina ukazuju sve više na lokalno 
– parakrino, ili čak autokrino delovanje citokinina (Miyawaki i sar. 2004), koje 
pruža alternativu klasičnom endokrinom modelu prema kojem se citokinini 
sintetišu isključivo u korenu (Nooden i Letham, 1993). Na subćelijskom nivou, 
različite izoforme IPT su detektovane u različitim subćelijskim odeljcima, ali je 
ukupna količina ovih enzima najznačajnija u plastidima, što znači da plastidi 
predstavljaju najznačajnije organele za biosintezu citokinina (Kakimoto, 2001). Još 
uvek nisu poznati mehanizmi translokacije citokinina kroz membrane plastida u 
citosol. 
 
Gen za izopentenil-transferazu se, osim kod biljaka, nalazi i na Ti-plazmidu 
kod Agrobacterium tumefaciens. Specifičnost bakterijske izopentenil-transferaze 
ogleda se u tome što kao supstrat za transfer izopentenil-grupe ne koristi ADP i 
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ATP, već AMP. Slična specifičnost konstatovana je i kod gena tRNA-ipt prisutnog 
kod cijanobakterija. Bakterijska izopentenil-transferaza takođe je sposobna da 
umesto DMAPP koristi HMBDP (hidroksimetil-butenil-difosfat), čijim transferom 
na molekul AMP se dobija direktno tZRMP (Sakakibara i sar. 2005). Na ovaj način 
bakterija izbegava regulatorne mehanizme domaćina, koji bi mogli inhibirati 
konverziju iPRMP i iPRDP u tZRMP, odnosno tZRDP. 
 
Do danas nisu poznati putevi biosinteze aromatičnih citokinina, ali se 
smatra da su oni nezavisni od biosintetskih puteva izoprenoidnih citokinina 
(Strnad, 1997). 
 
1.4.5. Katabolizam citokinina 
 
Ireverzibilnu degradaciju citokinina uklanjanjem bočne izoprenske grupe 
vrše enzimi iz klase citokinin-oksidaza/dehidrogenaza (CKX). Na dejstvo CKX 
osetljivi su tZ, iP i njihovi nukleozidi, ali ne i nukleotidi, O-glukozidi, N7-glukozidi 
kao ni DHZ i njegovi konjugati. Cis-zeatin je manje osetljiv na citokinin-oksidaznu 
aktivnost nego tZ i iP (Bilyeu i sar. 2001; Galuszka i sar. 2007; Stirk i sar. 2012). 
Nasuprot uvreženim verovanjima, nedavno je otkriveno (Galuszka i sar. 2007) da 
aromatični citokinini, kao i N9-glukozidi, O-acetil-citokinini, kao i citokininski 
fosfati (iPRMP) mogu biti supstrati za CKX. 
 
Po strukturi, enzim CKX iz kukuruza je flavoprotein kod kojeg je kofaktor 
flavinadenin dinukleotid (FAD) kovalentno vezan za ZmCKX apoprotein 
(Popelková i sar. 2004). Aktivnost CKX indukovana je povišenom količinom 
supstrata-citokinina, i makar delimično povišenom količinom iRNK određenih 
gena koji učestvuju u njihovoj sintezi (Brugière i sar. 2003). Kod A. thaliana 
otkriveno je sedam gena za citokinin oksidazu/dehidrogenzu, označenih sa 
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AtCKX1-7, koji pokazuju različite obrasce ekspresije i lokalizacije, kako na 
tkivnom, tako i na subćelijskom nivou (Werner i sar. 2003). Pojedini AtCKX geni se 
eksprimiraju u istom tkivu ili u neposrednoj blizini tkiva koje sintetiše citokinine, 
kao što su aksilarni pupoljci, trihomi i vaskularna tkiva, što ukazuje na veoma 
lokalizovano (autokrino ili parakrino) dejstvo citokinina. 
  
1.4.6. Regulacija metabolizma citokinina 
 
  Citokininska homeostaza određena je ravnotežom između njihove 
biosinteze, katabolizma i modifikacija bočnih lanaca koje menjaju njihovu 
fiziološku aktivnost. 
 
  Citokinini mogu regulisati sopstveni nivo na različite načine. Najpre, 
prisustvo citokinina može mehanizmom negativne povratne sprege snižavati 
ekspresiju gena AtIPT1, 3, 5 i 7 (Miyawaki i sar. 2004). Pored toga, prisustvo 
citokinina vodi povećanju aktivnosti citokinin oksidaze/dehidrogenaze (Motyka i 
sar. 2003; Brugière i sar. 2003). Najzad, prilikom uspostavljanja apikalnih 
meristema izdanka biosinteza citokinina se može permanentno uključiti 
mehanizmom pozitivne povratne sprege između biosinteze citokinina i ekspresije 
transkripcionog faktora STM koji igra važnu ulogu u regulaciji ćelijskog ciklusa 
(Rupp i sar. 1999; Jasinski i sar. 2005; Yanai i sar. 2005). 
 
  U regulaciji aktivnosti enzima citokininskog metabolizma pored citokinina 
učestvuju i auksini, apscisinska kiselina (ABA) i brasinosteroidi. Geni AtIPT5 i 
AtIPT7 su pozitivno regulisani auksinima (Miyawaki i sar. 2004). Auksini međutim 
mogu i negativno regulisati biosintezu citokinina (Eklöf i sar. 1997; Nordström i 
sar. 2004; Shimizu-Sato i sar. 2009; Jones i sar. 2010; Liu i sar. 2010). Ekspresija gena 
CYP735A1 i CYP735A2 u korenu stimulisana je prisustvom citokinina, a inhibirana 
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prisustvom auksina ili ABA (Takei i sar. 2004b). Podaci o auksinskoj regulaciji 
aktivnosti CKX međusobno su kontradiktorni i najverovatnije je da je smer 
delovanja auksina na CKX tkivno i razvojno specifičan (Rashotte i sar. 2005). Kod 
kukuruza, ekspresija gena ZmCKX stimulisana je prisustvom citokinina ili ABA 
(Brugière i sar. 2003). Brasinosteroidi negativno regulišu ekspresiju i aktivnost 
CKX kod pšenice (Yuldashev i sar. 2012). 
 
  U poslednje vreme sve je više podataka i o pozitivnoj regulaciji nivoa 
slobodinih citokinina od strane azota u formi nitrata, ali i amonijuma (Miyawaki i 
sar. 2004; Takei i sar. 2004a). Sulfati i fosfati takođe pozitivno utiču na ekspresiju 
AtIPT3 (Takei i sar. 2004a). 
 
1.4.7. Transport citokinina 
 
Transport citokinina sintetisanih u vršnom meristemu korena vrši se kroz 
ksilem u nadzemne delove biljke (Nooden i Letham, 1993). Pošto je njihova 
biosinteza pozitivno regulisana nitratima (Miyawaki i sar. 2004; Takei i sar. 2004a), 
transport citokinina kroz ksilem obezbeđuje prenošenje informacije o dostupnosti 
azota u obliku nitrata u nadzemne delove biljke. Kako od dostupnosti nitrata 
zavisi biosinteza proteina, ova informacija je od izuzetnog značaja za celokupni 
metabolički i signalni status biljke. Otuda ne treba da čudi što citokinini dele 
biosintetske i transportne puteve u biljnom organizmu sa adeninskim bazama i 
nukleozidima, gradivnim blokovima čije se prisustvo vezuje za rastenje (Hirose i 
sar. 2008). 
 
Najznačajniji putevi transporta citokinina kod biljaka su ksilemski transport 
tZR i floemski transport iPR (Nooden i Letham, 1993). Transport citokinina kroz 
membrane vrše membranski transporteri iz familije purinskih permeaza (PUP) i 
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uravnoteženih nukleozidnih transportera ("equilibrated nucleoside transporters" – 
ENT). Ovi membranski transporteri omogućavaju utovar citokininskih molekula u 
vaskularna tkiva i istovar iz vaskularnih u ciljna tkiva. Purinske permeaze vrše 
transport slobodnih citokininskih baza, ali i adenina i njegovih derivata, kao što je 
kofein. Kod A. thaliana postoje dve purinske permeaze sa različitim afinitetima za 
tZ i iP, od kojih jedna učestvuje u ksilemskom a druga u floemskom transportu 
citokinina (Bürkle i sar. 2003).  Međutim, najveći deo transporta citokinina na 
velike razdaljine vrši se pomoću transportera iz familije ENT, koji vrše transport 
ribozida, ali i adenozina (Li i sar. 2003, Hirose i sar. 2005). 
 
  Kada je u pitanju intracelularni transport citokinina, još uvek nije poznato 
na koji način i u kojoj formi se citokinini transportuju iz plastida gde je njihovo 
najvažnije mesto sinteze, u citosol (Kakimoto, 2001). Nepoznati su i mehanizmi koji 
učestvuju u translokaciji citokinina u centralnu vakuolu koja nakuplja citokininske 
glukozide. Pretpostavlja se da i u ovom slučaju citokinini koriste transportne 
mehanizme namenjene derivatima adenina (Sakakibara, 2006). 
 
1.4.8. Recepcija i transdukcija citokininskog signala 
 
  Vezivanje citokinina za citokininske receptore na membrani biljne ćelije 
pokreće signalnu kaskadu tipa fosforeleja (Hwang i Sheen, 2001); ovakve signalne 
kaskade, u nešto jednostavnijem obliku, prethodno su opisane kod bakterija kao 
dvokomponentni signalni sistem (Parkinson, 1993). 
 
  Sistem recepcije i transdukcije citokininskog signala kod biljaka sastoji se od 
sledećih elemenata: 
 citokininskih transmembranskih receptora; 
 histidin-fosfotransferaza (Hpt, odnosno AHP proteini); 
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 regulatora citokininskog odgovora (ARR proteini tipa A i tipa B); 
 faktora citokininskog odgovora (CRF proteini) i 
 drugih efektorskih komponenti.  
 
  Svi ovi elementi i njihove interakcije detaljno su opisani na primeru 
Arabidopsis thaliana kao model sistemu (Hwang i Sheen, 2001). Prenos signala sa 
receptora na "nizvodne" regulatorne elemente počiva na fosforilacijskoj kaskadi u 
kojoj se fosfatni ostatak naizmenično prenosi između histidinskih (His) i 
aspartatnih (Asp) ostataka regulatornih proteina koji učestvuju u signalnoj 
kaskadi. 
 
  Do sada su opisana tri citokininska transmembranska receptora: AHK2, 
AHK3 i AHK4/CRE1/WOL1. Identifikaciji prvog od njih, AHK4/CRE1, 
prethodilo je otkriće mutantne linije A. thaliana za ovaj gen (WOL1 = "WOODEN 
LEG1"), kod koje se ne razvija floem u korenu (Mähönen i sar. 2000). Citokininski 
receptori se javljaju u membrani kao homodimeri. Prema modelu koji su predložili 
Hwang i Sheen (2001), citokinin se vezuje za njihov ekstracelularni CHASE 
("Cyclase/His-kinase-Associated Sensing Extracellular") domen. Vezivanje 
citokinina za ekstracelularni CHASE domen aktivira His-kinaznu aktivnost 
intracelularnog domena koji se autofosforiliše, a zatim svoj fosfat prenosi na Asp 
ostatak prijemnog ("receiver") domena koji se takođe nalazi na intracelularnom 
segmentu receptora. 
 
  Prenos fosfatnog ostatka se dalje vrši na His ostatak histidin-
fosfotransferaze (Hpt, odnosno AHP protein), koja predstavlja sledeći signalni 
molekul u kaskadi. Kod Arabidopsis thaliana je identifikovano pet pravih AHP 
proteina (AtAHP1-5), kao i jedan pseudo-AHP (AtAHP6) koji sadrži 
aminokiselinsku supstituciju u konzerviranom His domenu (Mähönen i sar. 2006). 
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Fosforilacija aktivira migraciju AHP u nukleus, gde AHP dalje fosforilišu Asp 
ostatke "nizvodnih" efektora – regulatora citokininskog odgovora (ARR proteina). 
 
  U citokininskoj signalnoj kaskadi, "nizvodno" od AHP proteina nalaze se 
ARR proteini. Za sve ARR proteine zajedničko je da sadrže tzv. "molekulski 
prijemnik", odnosno Asp ostatak koji može biti fosforilovan od strane AHP 
proteina. Međutim, ARR proteini se među sobom razlikuju po strukturi, te 
razlikujemo ARR proteine tipa A, B i C, kao i pseudo-ARR proteine (APRR) koji su 
slični ARR proteinima ali ne mogu biti fosforilovani i nisu regulisani citokininima 
već učestvuju u regulaciji cirkadijalnog ritma (McClung, 2006). Kod A. thaliana 
otkriveno je 10 ARR proteina tipa A (ARR3-9 i ARR15-17), 11 ARR proteina tipa B 
(ARR1-2, ARR10-14 i ARR18-21), 2 ARR proteina tipa C (ARR22 i ARR24) kao i 9 
APRR proteina (To i Kieber, 2008). 
 
  ARR proteini tipa A i B razlikuju se kako po strukturi, tako i po funkciji 
(Hirose i sar. 2008; To i Kieber, 2008). Dok ARR proteini tipa A imaju jednostavnu 
građu i sadrže samo domen sa molekulskim prijemnikom – Asp ostatkom koji 
prima fosfat sa AHP proteina, ARR proteini tipa B pored "molekulskog 
prijemnika" na N-terminusu, imaju i C-terminalni DNK-vezujući domen koji je 
regulisan N-terminalnim domenom. U nefosforilovanom stanju, N-terminalni 
domen funkcioniše kao represor i ne dozvoljava vezivanje ARR proteina tipa B za 
DNK. Kada dođe do fosforilacije regulatornog domena primanjem fosfata sa His 
ostatka AHP-proteina, C-terminalni domen može da veže DNK, delujući kao 
transkripcioni faktor. Njegova aktivacija dovodi do pojačane transkripcije gena za 
ARR proteine tipa A, kao i gena za faktore citokininskog odgovora ("Cytokinin 
Response Factors – CRF"; Rashotte i sar. 2003). 
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  ARR proteini tipa A su negativni regulatori citokininskog odgovora. 
Fosforilacija Asp ostatka je neophodna ne samo za aktivnost već i za stabilnost 
ovih proteina (To i sar. 2007). Do danas je poznato da oni mehanizmom negativne 
povratne sprege deluju na različite elemente citokininske signalne kaskade. Ova 
negativna povratna sprega verovatno deluje na više nivoa, a za sada postoje dokazi 
da ona uključuje represiju transkripcije gena za citokininske receptore i 
transkripcione faktore regulisane citokininima (Lee DJ i sar. 2007). ARR proteini 
tipa A takođe deluju inhibitorno na meristemsku aktivnost (Buechel i sar. 2010) i 
regulišu percepciju svetla i cirkadijalni ritam biljaka (Sweere i sar. 2001). 
 
  "Nizvodno" od ARR proteina tipa B u citokininskoj signalnoj kaskadi nalaze 
se geni za faktore citokininskog odgovora ("Cytokinin Response Factors – CRF"), 
koji su upravo i otkriveni kao geni čiju transkripciju indukuju ARR proteini tipa B. 
Kod A. thaliana je otkriveno šest ovih gena, CRF1-CRF6 (Rashotte i sar. 2003). 
Aktivacija citokininske signalne kaskade stimuliše migraciju proteinskih 
produkata CRF u nukleus, gde deluju kao transkripcioni faktori. Oni zajedno sa 
ARR proteinima tipa B stimulišu transkripciju niza gena odgovornih za efektorske 
funkcije citokininskog odgovora, kao što su razviće izdanka i korena, deetiolacija 
etioliranih izdanaka, ekspanzija listova, diferencijacija vaskularnih tkiva u korenu, 
regulacija senescencije i citokininska homeostaza (Rashotte i sar. 2006). 
 
1.4.9. Interakcija citokininske signalizacije sa signalnim putevima svetlosti  
 
Poznato je da citokinini deluju kao modulatori nekih fotomorfogenetskih 
procesa kod Arabidopsis thaliana (Lau i Deng, 2010). Oni izazivaju deetiolaciju 
kontrolnih klijanaca A. thaliana gajenih u mraku, dajući efekat sličan onom koji se 
spontano javlja kod det mutanta za signalnu transdukciju svetlosti (Chory i sar. 
1994). Pored toga, mutantna linija A. thaliana za sintezu fitohroma B, phyB-1, 
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neosetljiva je na citokinine u testu izduživanja hipokotila, što znači da je PHYB 
neophodan da bi citokinini ostvarili inhibitorno dejstvo na izduživanje hipokotila 
(Su i Howell, 1995). 
 
Kod spanaća (Spinacia oleracea) gen za značajan fotosintetički enzim, ATP-
sintazu podleže i citokininskoj transkripcionoj regulaciji, osim što je regulisan 
svetlošću. Na taj način citokinini učestvuju u regulaciji fotosinteze kod ove biljne 
vrste (Kusnetsov i sar. 1999). 
 
Istraživanja na molekularnom nivou pokazala su da citokinini povećavaju 
osetljivost biljaka na svetlosni stimulus. Pre svega, jedan od regulatora 
citokininskog odgovora A. thaliana, ARR4, sposoban je da interaguje sa fitohromom 
B, stabilizujući ga u njegovoj aktivnoj formi, Pfr (Sweere i sar. 2001). Pokazano je 
da je preduslov za ovu interakciju citokinin-zavisna fosforilacija aminokiselinskog 
ostatka Asp95 na molekulu ARR4 (Mira-Rodado i sar. 2007). Transgene biljke A. 
thaliana koje prekomerno eksprimiraju gen ARR4, pokazuju pojačanu osetljivost na 
crvenu svetlost (Sweere i sar. 2001). Interakcija između ARR4 i PHYB može biti od 
značaja, između ostalog, u regulaciji dnevno-noćnog ritma kod A. thaliana (Hanano 
i sar. 2006; Salomé i sar. 2006; Zheng i sar. 2006). 
 
Citokinini deluju na svetlosnu signalnu kaskadu i stabilizacijom proteina 
HY5, koji predstavlja pozitivni regulator gena indukovanih svetlošću i učestvuje u 
transdukciji signala nizvodno od fitohroma i kriptohroma (Vandenbussche i sar. 
2007). Mutantna linija A. thaliana hy5, koja ne eksprimira gen za ovaj protein, 
neosetljiva je na citokinine (Cluis i sar. 2004). Protein HY5 vrši finu regulaciju 
fotomorfogenetskih procesa posredovanih auksinima, giberelinima, apscisinskom i 
jasmonskom kiselinom i etilenom, što ga čini izuzetno značajnim integratorom 
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svetlosnih i hormonskih signalnih puteva (Lee J i sar. 2007; Lau i Deng, 2010; 
Argueso i sar. 2010). 
 
Osim što citokinini učestvuju u modulaciji signalne kaskade zavisne od 
svetlosti – delovanjem na PHYB i HY5, postoji i dejstvo obrnutog smera. Jedan od 
transkripcionih faktora iz svetlosne signalne kaskade, PIL5, interferira sa 
citokininskom signalnom kaskadom, inhibirajući ekspresiju tri gena za faktore 
citokininskog odgovora (CRF1, CRF2 i CRF3), ali i stimulišući ekspresiju gena za 
jednu histidin-fosfotransferazu, AHP5 (Oh i sar. 2009). Na ovaj način svetlost, kao 
jedan od osnovnih regulatornih faktora rastenja i razvića biljaka, ostvaruje 
modulaciju citokinin-zavisnih regulatornih puteva (Argueso i sar. 2010). 
 
  Regulatorni elementi koji učestvuju u citokininskoj signalizaciji povezani su 
i sa drugim signalnim putevima biljaka. Na primer, pokazano je da dominantno 
aktivne mutacije pojedinih ARR proteina tipa B imaju dramatične i plejotropne 
efekte na signalnu transdukciju auksina i etilena, percepciju biotičkog i abiotičkog 
stresa, fotomorfogenezu, metabolizam proteina i drugo (Tajima i sar. 2004; Hass i 
sar. 2004). Izgleda da su elementi citokininske signalne transdukcije zajednički i za 
brojne druge signalne puteve i da učestvuju u kompleksnoj integraciji raznorodnih 
signala koje biljka prima iz spoljašnje i unutrašnje sredine. Tkivna i razvojna 
specifičnost ekspresije pojedinih elemenata ovih signalnih puteva neophodne su za 
specifičnost odgovora biljke na stimuluse koji pristižu različitim signalnim 
putevima, ali interferencija između signalnih puteva omogućava biljci da proširi 
moguć opseg odgovora na određeni stimulus iz spoljašnje ili unutrašnje sredine, 
što je čini adaptabilnijom (Grefen i Harter, 2004). Naučnici su počeli da sagledavaju 
značaj unakrsne komunikacije između različitih signalnih puteva kod biljaka; 
detalji međusobne povezanosti signalnih puteva tek su počeli da se ocrtavaju. 
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1.5. Citokinin oksidaza/dehidrogenaza (CKX) 
 
Citokininska homeostaza je prvenstveno određena ravnotežom između 
biosinteze i katabolizma citokinina, odnosno između aktivnosti izopentenil-
transferaze (IPT, EC 2.5.1.27), koja je najvažniji enzim u biosintetičkom putu 
citokinina, i citokinin oksidaze/dehidrogenaze (CKX, EC 1.4.3.18/1.5.99.12), koja je 
noseći enzim citokininskog katabolizma. Ovaj enzim vrši ireverzibilnu degradaciju 
citokinina specifičnim isecanjem nezasićenih bočnih lanaca izoprenoidnih 
citokinina. 
 
Po strukturi, CKX je flavoprotein koji kao kofaktor sadrži flavin adenin 
dinukleotid (FAD) kovalentno vezan za jedan histidinski ostatak (Frébortová i sar. 
2004; Popelková i sar. 2006). Isprva je CKX klasifikovan kao oksidaza, jer se 
verovalo da ulogu akceptora elektrona prilikom regeneracije oksidovanog FAD-a 
igra molekularni kiseonik. Kasnija kinetička istraživanja pokazala su da kiseonik 
nije efikasan akceptor elektrona u ovoj reakciji (Galuszka i sar. 2001) i da do 
transfera elektrona u fiziološkim uslovima dolazi najverovatnije redukcijom 
pojedinih hinona – otuda je CKX reklasifikovan kao "oksidaza/dehidrogenaza" 
(Frébortová i sar. 2004). 
 
Kod različitih vrsta viših biljaka, proteini CKX su kodirani promenljivim 
brojem gena koji čine male genske familije (Schmülling i sar. 2003; Werner i sar. 
2006). Tako je u genomu Arabidopsis thaliana identifikovano i klonirano sedam gena 
za CKX, označenih kao AtCKX1 do AtCKX7 (Bilyeu i sar. 2001; Werner i sar. 2001). 
Ovi geni kodiraju izoforme enzima AtCKX koje se međusobno razlikuju po 
lokalizaciji. Proteini AtCKX1 i AtCKX3 raspoređuju se u vakuolu, dok AtCKX2, 
AtCKX4, AtCKX5 i AtCKX6 podležu sekreciji i svoju funkciju vrše u apoplastu 
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(Werner i sar. 2003). Zbog nepostojanja N-terminalnog signalnog peptida (Bae i 
sar. 2008), smatra se da je AtCKX7 citosolni protein (Kowalska i sar. 2010). 
 
Do sada, geni za CKX su izolovani i klonirani i iz genoma kukuruza 
(Houba-Hérin i sar. 1999; Morris i sar. 1999; Bilyeu i sar. 2001; Šmehilová i sar. 
2009), pšenice (Galuszka i sar. 2001; Feng i sar. 2008; Zhang i sar. 2012), orhideja 
roda Dendrobium (Yang i sar. 2002; 2003; Wang i sar. 2009) i ječma (Galuszka i sar. 
2004). U poslednje vreme identifikovan je veliki broj kodirajućih sekvenci kod 
različitih biljnih vrsta, čiji su proteinski produkti putativni CKX proteini (Gu i sar. 
2010). Mehanizam i kinetika citokinin oksidazne/dehidrogenazne aktivnosti 
određeni su u potpunosti za enzim ZmCKX1 izolovan iz kukuruza, kao i njegova 
kristalna struktura (Frébortová i sar. 2004; Malito i sar. 2004; Popelková i sar. 2006). 
Pored toga, mehanizam i kinetika aktivnosti CKX određeni su i kod enzima iz 
Arabidopsis thaliana, i to AtCKX1, AtCKX3, AtCKX7 (Kowalska i sar. 2010) i 
AtCKX2 (Frébortová i sar. 2007). Objavljena je i kristalna struktura proteina 
AtCKX7 (Bae i sar. 2008). 
 
1.5.1. Istraživanja efekata ekspresije transgena CKX na citokininsku homeostazu 
 
Geni koji kodiraju CKX u poslednje vreme se koriste u istraživanjima 
citokininske homeostaze, za transformaciju homologih ili heterologih biljnih vrsta 
"sense" ili "antisense" konstruktima. Tako je efekat transgene ekspresije gena AtCKX 
na citokininski metabolizam, profil endogenih citokinina, kao i procese rastenja i 
razvića biljaka do sada proučavan na duvanu (Werner i sar. 2001), Arabidopsis 
thaliana (Werner i sar. 2003), mahovini Physcomitrella patens (von Schwartzenberg i 
sar. 2007) i kičici (Milana Trifunović i saradnici, neobjavljeni rezultati). Nedavno su 
objavljeni i rezultati transformacije krompira (sorta "Solara") genom AtCKX1, u 
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istraživanju interakcija citokinina i giberelina u procesu klijanja krtola (Hartmann i 
sar. 2011). 
 
Ekspresija transgena AtCKX u biljkama duvana i A. thaliana sistematski je 
uzrokovala niz efekata na morfologiju transgenih biljaka, što je u literaturi 
označeno kao "sindrom citokininske deficijencije" (Werner i sar. 2001; 2003). Ove 
biljke su se odlikovale smanjenom dužinom izdanka, smanjenom površinom lista, 
odloženom senescencijom listova, zakasnelim cvetanjem i/ili smanjenim brojem 
cvetova, smanjenjem vršnog meristema izdanka i njegove aktivnosti, povećanjem 
vršnog meristema korena i njegove aktivnosti i pojačanim rastenjem primarnih 
korenova. Ovi simptomi su bili izraženiji kod biljaka duvana i A. thaliana koje su 
eksprimirale transgen AtCKX1 nego kod onih koje su eksprimirale AtCKX2, iako je 
ekspresija AtCKX2 imala veći efekat na pojačanje aktivnosti CKX i sniženje 
endogenog nivoa bioaktivnih citokinina u tkivima transformisanih biljaka, u 
odnosu na ekspresiju AtCKX1 (Werner i sar. 2001; 2003). Smanjena dužina izdanka, 
izmenjena morfologija listova i zakašnjenje u klijanju krtola zabeleženi su kod 
biljaka krompira transformisanih genom AtCKX1 i gajenih u zemljištu (Hartmann i 
sar. 2011). 
 
Radi poređenja funkcije citokinin oksidaze/dehidrogenaze iz Arabidopsis 
thaliana i odgovarajućih enzima drugih biljnih vrsta, biljke A. thaliana su 
transformisane genima HvCKX2 i HvCKX3 iz ječma (Galuszka i sar, 2004), odnosno 
genom ZmCKX1 iz kukuruza (Kopečný i sar, 2006). 
 
Istraživanja funkcije citokinin oksidaze/dehidrogenaze našla su svoju 
primenu i u biotehnologiji. Tokom protekle decenije razvijen je model povećanja 
prinosa kod komercijalno značajnih vrsta žitarica, konstrukcijom transgenih biljaka 
koje eksprimiraju "antisense" iRNK homologih gena za citokinin 
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oksidazu/dehidrogenazu. Prve transgene žitarice kod kojih je na ovaj način 
uspešno ostvareno povećanje prinosa bili su pirinač (Ashikari i sar. 2005) i ječam 
(Zalewski i sar. 2010), a sličan pristup može uskoro biti primenjen i na pšenicu 
(Zhang i sar. 2012). 
 
1.5.2. Regulacija ekspresije gena i enzimske aktivnosti citokinin  
oksidaze/dehidrogenaze 
 
  Aktivnost citokinin oksidaze/dehidrogenaze pozitivno je regulisana 
dostupnošću citokinina kao enzimskog supstrata (Motyka i sar. 2003). Pored toga, 
pokazano je da citokinini pozitivno regulišu transkripciju gena ZmCKX1 kod 
kukuruza (Brugière i sar. 2003). Pretpostavlja se da mehanizam negativne povratne 
sprege predstavlja univerzalan princip kada je u pitanju regulacija endogenog 
nivoa citokinina kod biljaka (Werner i sar. 2006). 
 
  Kada su u pitanju auksini, postoje podaci kako o pozitivnoj, tako i o 
negativnoj regulaciji aktivnosti CKX ovim fitohormonima, pa je verovatno da su 
regulatorni mehanizmi kompleksni i da, barem u slučaju auksina, smer regulacije 
može biti tkivno i/ili razvojno specifičan (Rashotte i sar. 2005). Egzogena primena 
auksina uzrokovala je smanjenje aktivnosti CKX u klijancima rotkvice (Blagoeva i 
sar. 2004). Međutim, pokazano je da auksini utiču na uspostavljanje apikalne 
dominacije kod graška, između ostalog i stimulacijom ekspresije gena PsCKX2 
(Shimizu-Sato i sar. 2009). Kod Arabidopsis thaliana, transkripcija gena AtCKX je 
pozitivno (Redman i sar. 2004; Carabelli i sar. 2007) ili negativno (Rashotte i sar. 
2005) regulisana auksinima.  
 
  Osim citokinina i auksina, ekspresija i aktivnost enzima CKX mogu biti 
regulisani i apscisinskom kiselinom i brasinosteroidima. Kod kukuruza, 
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transkripcija gena ZmCKX1 stimulisana je prisustvom ABA (Brugière et al., 2003). 
Stimulativno dejstvo ABA na CKX pokazano je i kod klijanaca pšenice (Vysotskaya 
i sar. 2010). Kod A. thaliana, ABA selektivno stimuliše ili inhibira ekspresiju 
različitih gena familije AtCKX (Nishiyama i sar. 2011). Brasinosteroid 24-
epibrasinolid negativno reguliše aktivnost CKX, kao i transkripciju gena za CKX u 
klijancima pšenice (Yuldashev i sar. 2012). 
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2.   CILj   RADA 
 
 
Osnovni cilj ovog rada bio je utvrđivanje efekata promenjene citokininske 
homeostaze, kao posledice povećane aktivnosti enzima citokinin 
oksidaze/dehidrogenaze koji katalizuje ireverzibilnu degradaciju citokinina, na 
morfološke i fiziološke parametre transformisanih biljaka krompira gajenih in vitro. 
Od posebnog značaja je bilo utvrditi kako izmenjena citokininska homeostaza utiče 
na proces tuberizacije in vitro. Realizacija ovog cilja izvršena je kroz nekoliko 
zadataka: 
 
1. Genetička transformacija krompira pomoću dva soja A. tumefaciens 
(GV3101) koji nose gen AtCKX1, odnosno AtCKX2 u cilju dobijanja 
transgenih biljaka sa sniženim nivoom endogenih citokinina kao i 
dokazivanje uspešnosti transformacije. 
 
2. Ispitivanje ekspresije AtCKX1 i AtCKX2 gena kao i aktivnosti enzima 
citokinin oksidaze/dehidrogenaze u izdancima i korenovima 
transformisanih i kontrolnih netransformisanih biljaka krompira in vitro. 
 
3. Hemijska identifikacija i kvantifikacija različitih grupa citokinina i indol-
sirćetne kiseline (IAA) u izdancima i korenovima transformisanih i 
kontrolnih netransformisanih biljaka krompira in vitro. 
 
4. Analiza uticaja promena u citokininskoj homeostazi na odabrane 
morfološke parametre, sa posebnim osvrtom na parametre tuberizacije kod 
biljaka krompira transformisanih genima AtCKX1 i AtCKX2 gajenih in vitro, 
u uslovima dugog dana ili kontinuiranog mraka. 
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3.   MATERIJAL   I   METODE 
 
3.1. Biljni materijal 
 
Kao eksperimentalni materijal u ovom radu korišćeni su izdanci krompira 
(Solanum tuberosum  L. cv. Désirée) gajeni u kulturi in vitro. Kultura izdanaka je 
uspostavljena iz izbojaka krtola čuvanih u mraku, poreklom od bezvirusne linije 
(Institut "PKB Agroekonomik", Beograd). Kao početni materijal za uspostavljanje 
kulture izdanaka krompira in vitro upotrebljeni su vrhovi izbojaka dužine ~ 5 mm. 
 
 Površinska sterilizacija polaznog materijala izvršena je na sledeći način: 
 ispiranje pod mlazom česmene vode, tokom 30 minuta 
 snažno mućkanje sa 70% rastvorom etanola, uz dodatak nekoliko kapi 
deterdženta, tokom 1 minuta 
 ispiranje pod mlazom česmene vode, tokom 5 minuta 
 sterilizacija 20% rastvorom komercijalnog preparata natrijum hipohlorita, sa 
4% aktivnog hlora, tokom 10 minuta 
 ispiranje sterilnom dejonizovanom vodom, 5 puta 
 
Nakon sterilizacije vrhovi izbojaka (dužine oko 5 mm) su izolovani i u 
sterilnim uslovima preneti na čvrstu osnovnu hranljivu podlogu (BM, tabela 1) 
kojoj je dodato 0,2 mg L-1 (0,89 μM) benzil-aminopurina (BA, Sigma, St. Louis, MO, 
SAD). Osnovna hranljiva podloga označena kao bazalni medijum (BM) pored 
agara, saharoze i mio-inozitola (tabela 1) sadržala je makro i mikro soli kao i 
kompleks gvožđa (Murashige i Skoog, 1962; MS, tabela 2) i vitamine (Linsmaier i 
Skoog, 1965; tabela 3). 
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Tabela 1. Sastav čvrste osnovne hranljive podloge (BM) za gajenje izdanaka 
krompira in vitro. 
Sastojak koncentracija (g L-1 podloge) 
agar (Institut "Torlak", Beograd) 7,0 
saharoza 30,0 
mio-inozitol (Sigma) 0,1 
mineralne soli MS (Murashige i Skoog, 1962) tabela 2 
vitamini (Linsmaier i Skoog, 1965) tabela 3 
 
Tabela 2. Sastav mineralnih soli MS (Murashige i Skoog, 1962). 
MS Makro soli koncentracija (mg L-1 podloge) 
NH4NO3 1650 
KNO3 1900 
CaCl2 x 2 H2O 440 
MgSO4 x 7 H2O 370 
KH2PO4 170 
MS Mikro soli koncentracija (mg L-1 podloge) 
MnSO4 x H2O 16,90 
ZnSO4 x 7H2O 8,60 
H3BO3 6,20 
KJ 0,83 
NaMoO4 x 2H2O 0,25 
CuSO4 x 5H2O 0,025 
CoCl2 x 6H2O 0,025 
Kompleks gvožđa koncentracija (mg L-1 podloge) 
FeSO4 x 7H2O 27,85 
Na2EDTA x 2H2O 37,20 
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Tabela 3. Sastav rastvora vitamina (Linsmaier i Skoog, 1965). 
 
Vitamini koncentracija (mg L
-1 
podloge) 
vitamin B1 0,4 
vitamin B6 0,5 
nikotinska kiselina 0,5 
glicin 2,0 
 
Izdanci koji su se potom formirali gajeni su i multiplikovani na istoj podlozi 
jednom mesečno tokom tri meseca, a zatim su preneti na čvrstu BM podlogu bez 
regulatora rastenja. Za multiplikaciju su korišćeni odsečci izdanka sa po jednim 
nodusom i listom. 
 
3.1.1. Održavanje kultura izdanaka krompira in vitro 
 
Kulture izdanaka su obnavljane na svakih 30 dana prenošenjem eksplantata 
(odsečaka izdanka sa po jednim nodusom i listom) na podlogu BM, u akseničnim 
uslovima. Podloge, instrumenti za rad i laboratorijsko posuđe sterilisani su prema 
standardnim procedurama kulture biljaka in vitro, a rad sa biljnim materijalom 
obavljan je u akseničnim uslovima u laminarnoj komori (Termovent, Užice). 
Prilikom supkultivacije, u svaku Erlenmeyer-bočicu sa po 50 mL podloge 
postavljano je po pet eksplantata poreklom od iste kontrolne ili transformisane 
linije. Za zatvaranje sudova sa kulturama korišćeni su zapušači od vate i gaze. 
Kulture izdanaka su gajene u komori sa kontrolisanim uslovima: temperatura 25 ± 
2°C; fotoperiod od 16 sati svetlosti i 8 sati mraka – dugi dan (DD); bela svetlost 
fluorescentnih lampi ("Tesla", Pančevo, 65W, 4500 K); gustina svetlosnog fluksa 47 
± 2 μmol m-2 s-1. U svim eksperimentima kulture izdanaka krompira su gajene u 
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istim standardnim uslovima (temperatura i svetlosni fluks), osim kultura koje su 
gajene u kontinuiranom mraku. Za eksperimente u kulturi in vitro korišćeni su 
odsečci izdanaka sa jednim nodusom i listom iz ovako dobijenih kultura. 
 
3.2. Genetička transformacija krompira 
 
3.2.1. Konstrukti korišćeni za genetičku transformaciju 
 
Za transformaciju biljnog tkiva korišćene su bakterije Agrobacterium 
tumefaciens (soj GV3101) koje nose plazmid pBinHTX sa genomskom sekvencom 
gena AtCKX1 (GenBank™, pristupni broj AC002510), odnosno AtCKX2 
(GenBank™, pristupni broj AC005917) izolovanih iz Arabidopsis thaliana (Werner i 
sar. 2001). Bakterijski sojevi korišćeni za genetičku transformaciju krompira u 
ovom radu dobijeni su ljubaznošću dr T. Schmülling-a i dr T. Werner-a (Freie 
Universität Berlin, Nemačka). 
 
Binarni plazmidi pBinHTX-AtCKX1 i pBinHTX-AtCKX2 (slika 3) 
predstavljaju derivate plazmida pBin19 sa po dve ekspresione kasete u okviru T-
DNK. Jedna sadrži gen AtCKX1, odnosno AtCKX2 pod kontrolom promotora 
CaMV 35S, a druga gen za higromicin fosfotransferazu II (hptII) pod kontrolom 
promotora nopalin sintaze (nos). Gen za higromicin fosfotransferazu služi kao 
biljni selektivni marker, odnosno omogućava rezistenciju transformisanih ćelija na 
letalne doze selektivnog antibiotika, higromicina B. Na plazmidu pBinHTX izvan 
T-DNK nalazi se gen za neomicin-fosfotransferazu (nptII), bakterijski selektivni 
marker koji omogućava preživljavanje bakterija soja GV3101 na podlozi sa 
kanamicinom. Osim toga, bakterije soja GV3101 nose gen za rezistenciju na 
rifampicin na hromozomskoj DNK, kao i gen za rezistenciju na gentamicin na Ti-
plazmidu pMP90 (Weigel i Glazebrook, 2002; Fang i Spector, 2010). 
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3.2.2. Hranljive podloge za rast bakterija 
 
Sojevi A. tumefaciens koji su korišćeni u eksperimentima transformacije, 
gajeni su na standardnoj hranljivoj podlozi za gajenje bakterija LB (Luria Bertani 
Broth; Bertani, 1951) u čiji sastav ulaze komponente prikazane u tabeli 4. 
 
Tabela 4. Sastav hranljive podloge LB (Bertani, 1951). 
 
Komponenta Količina (g L-1 podloge) 
Ekstrakt kvasca (Bacto–yeast extract,  
Duchefa, Haarlem, Holandija) 
5 
Tripton (Institut "Torlak", Beograd) 10 
NaCl ("Lach-Ner", Neratovice, Češka Republika) 10 
Agar (Institut "Torlak", Beograd) 15 
pH 7.0 
 
 
Rastvori antibiotika (tabela 5) dodavani su u prethodno sterilisane i 
prohlađene hranljive podloge (~40 °C), pre razlivanja u sterilne sudove. Dodavanje 
antibiotika u podlogu je vršeno filter-sterilizacijom. Korišćeni su celulozno-nitratni 
membranski filteri sa porama veličine 0,45 μm i 0,22 μm (Millipore, Billerica, MA, 
SAD). 
 
Tabela 5. Antibiotici koji su dodavani u hranljivu podlogu LB. 
 
Antibiotik Količina (mgL-1 podloge) 
Kanamicin (Kanamycin sulfate, Sigma) 50 
Rifampicin (Rifampicin, Sigma) 50 
Gentamicin (Gentamicin sulfate, Sigma) 25 
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Bakterijske kulture gajene su na 25 mL podloge LB u Petri kutijama u 
termostatu na temperaturi od 28 ºC do pojave kolonija (48-72 h), a potom su do 
trenutka korišćenja gajene na +4 ºC i na svakih 30 dana prenošene na svežu 
podlogu. Bakterije su čuvane i u trajnoj kulturi u glicerolu na -70 °C. Glicerolska 
kultura bakterija je pravljena mešanjem 0,4 mL sterilnog glicerola i 0,6 mL sveže 
prekonoćne bakterijske suspenzije. 
 
Za inokulaciju biljnog materijala bakterijama A. tumefaciens korišćene su 
bakterijske suspenzije koje su dobijene zasejavanjem jedne bakterijske kolonije sa 
čvrste hranljive podloge u 5 mL tečne podloge LB (podloga LB istog sastava kao 
što je prikazano u tabeli 4, ali bez agara). Posle inkubacije na 28 °C u termostatu u 
trajanju od 24h dobija se bakterijska suspenzija standardne gustine 5x108 
bakterija/mL. Za uklanjanje bakterija A. tumefaciens iz kulture biljnog tkiva nakon 
inokulacije korišćen je antibiotik cefotaksim (Tolycar®, Jugoremedija, Zrenjanin) u 
koncentraciji od 500 mg L-1. 
 
3.2.3. Transformacija i regeneracija biljnog materijala 
 
 Za inokulaciju su korišćeni isečci listova sa 30 dana starih izdanaka 
krompira gajenih in vitro po metodi koju su opisali Cingel i saradnici (2010). Isečci 
listova (površine ~10 mm2) inkubirani su 5-10 minuta u prekonoćnoj bakterijskoj 
suspenziji (gustine ~108 bakterija/mL), prosušeni na sterilnom filter papiru i 
preneti na Petri kutije sa hranljivom podlogom za indukciju kalusa – CIM bez 
antibiotika (eng. Callus Induction Medium, tabela 6). Neinokulisani isečci listova 
korišćeni su kao kontrolni eksplantati. U svaku Petri kutiju sa po 25 mL hranljive 
podloge CIM bez antibiotika postavljano je po 20 eksplantata. Ukupno je 
postavljeno hiljadu neinokulisanih, kao i po hiljadu eksplantata inokulisanih 
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bakterijama Agrobacterium tumefaciens GV3101/pBinHTX-AtCKX1, odnosno 
pBinHTX-AtCKX2. 
 
Nakon 72 sata eksplantati su isprani sterilnim rastvorom cefotaksima 
koncentracije 1 g L-1, prosušeni na sterilnom filter papiru i preneti u Petri kutije sa 
podlogom CIM kojoj su dodati cefotaksim (500 mg L-1) i higromicin B (50 mg L-1). 
Ova podloga označena je kao Hyg+ CIM. Polovina kontrolnih eksplantata je 
preneta na identičnu hranljivu podlogu, a ostatak na podlogu bez higromicina B 
(Hyg- CIM, tabela 6). 
 
Tabela 6. Sastav hranljivih podloga za indukciju kalusa (CIM). Prilagođeno prema: 
Webb i sar. (1983) 
Komponenta hranljive podloge mg L-1 CIM bez antibiotika 
Hyg+ 
CIM 
Hyg- 
CIM 
agar (Torlak) 7000 + + + 
saharoza 30000 + + + 
mio-inozitol (Sigma) 100 + + + 
rastvor mineralnih soli MS 
(Murashige i Skoog, 1962) 
tabela 2 + + + 
rastvor vitamina (Linsmaier i Skoog, 1965) tabela 3 + + + 
benzil-adenin (BA, Sigma) 2 + + + 
naftil-sirćetna kiselina (NAA, Sigma) 0,2 + + + 
cefotaksim (Tolycar®, Jugoremedija) 500 - + + 
higromicin B (Sigma) 50 - + - 
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Posle 30 dana gajenja na podlogama za indukciju kalusa, eksplantati su 
preneti u Petri kutije sa hranljivom podlogom za indukciju izdanaka – SIM (eng. 
Shoot Induction Medium), kojoj su dodati cefotaksim (500 mg L-1) i higromicin B (50 
mg L-1). Ova podloga označena je kao Hyg+ SIM (tabela 7). Kontrolni eksplantati su 
preneti na identičnu hranljivu podlogu, ali i na podlogu bez higromicina B (Hyg- 
SIM). Svi eksplantati su gajeni na podlogama SIM do regeneracije izdanaka, uz 
prenošenje na svežu podlogu Hyg+ SIM ili Hyg- SIM na svakih 14 dana. 
 
Tabela 7. Sastav hranljivih podloga za indukciju izdanaka (SIM). Prilagođeno 
prema: Visser i sar. (1989) 
Komponenta hranljive podloge mg L-1 Hyg
+ 
SIM 
Hyg- 
SIM 
agar (Torlak) (0.7%) 7000 + + 
saharoza (1,5%) 15000 + + 
mio-inozitol (Sigma) (0.1%) 100 + + 
rastvor mineralnih soli MS 
(Murashige i Skoog, 1962) 
tabela 2 + + 
rastvor vitamina (Linsmaier i Skoog, 1965) tabela 3 + + 
benzil-adenin (BA, Sigma) 2 + + 
giberelna kiselina (GA3, Sigma) 5 + + 
cefotaksim (Tolycar®, Jugoremedija) 500 + + 
higromicin B (Sigma) 50 + - 
 
Kada su regenerisani izdanci dostigli dužinu od 10-20 mm, po jedan 
izdanak je izolovan sa svakog eksplantata i prenet, radi ožiljavanja, u epruvete sa 
podlogom bez regulatora rastenja (BM) uz dodatak cefotaksima (500 mg L-1) i 
higromicina B (50 mg L-1). Ožiljeni izdanci su odabrani za dalje analize i 
 63 
supkultivisani na svakih 30 dana kao što je opisano u odeljku 3.1.1. Kontrolni 
izdanci su prenošeni na hranljivu podlogu istog sastava, kao i na hranljivu 
podlogu bez antibiotika. Šest meseci nakon transformacije cefotaksim i higromicin 
B su izostavljeni iz svih hranljivih podloga. 
 
 
3.3. Molekularno biološke metode 
 
3.3.1. Izolacija genomske DNK za PCR analizu 
 
Izolacija genomske DNK iz potencijalno transformisanog i kontrolnog 
netransformisanog biljnog materijala gajenog in vitro rađena je po metodi Zhou i 
saradnika (1994). Izolacija je vršena tako što je 0,2 g biljnog materijala (listovi 30 
dana starih izdanaka krompira gajenih in vitro) samleveno u avanu u tečnom 
azotu. Prah je prenet u sterilne ependorf tubice zapremine 1,5 mL koje su ohlađene 
na ledu. U svaki uzorak je dodato po 600 μL ekstrakcionog pufera (2% CTAB; 1% 
PVP; 20 mM NaEDTA; 100 mM TRIS-HCl pH 8,0; 1,4 M NaCl) sa 0,5% β-
merkaptoetanola. Uzorci su snažno mućkani nekoliko sekundi i zatim inkubirani u 
vodenom kupatilu na 56 °C tokom 20 min. Nakon hlađenja na sobnoj temperaturi 
tokom 10 min u svaku ependorf tubicu dodato je po 600 μL smeše hloroform : 
izoamilalkohol (24:1, v:v) i sadržaj je izmešan laganim okretanjem tubica gore-dole 
oko 40 puta. Nakon centrifugiranja na 13000 g na sobnoj temperaturi tokom 10 min 
supernatant koji se odvajao u vidu gornje, bezbojne faze, prenošen je u nove 
ependorf tubice. Postupak hloroformske ekstrakcije je ponovljen još jednom, a 
zatim je, radi precipitacije DNK, dodato po 250 μL 4 M NaCl i 750 μL hladnog 
izopropanola i inkubirano na +4 °C tokom narednih 30 min.  
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Nakon 30 minuta sadržaj je centrifugiran tokom 5 min na 8000 g na sobnoj 
temperaturi. Supernatant je odstranjen, a talog ispran dodavanjem 1 mL hladnog 
70% etanola. Sadržaj je ponovo centrifugiran pod istim uslovima. Supernatant je 
odliven, a talog sušen u laminarnoj komori dok nije postao sasvim proziran. 
Resuspendovan je dodavanjem 200 μL TE pufera (1 mM EDTA, 10 mM TRIS) i 
inkubiran na +4 °C tokom noći do potpunog rastvaranja. Radi uklanjanja RNK 
dodato je po 2 μL RNK-aze (koncentracije 10 mg mL-1) i inkubirano tokom 45 min 
u vodenom kupatilu na 37 °C. RNK-aza kao i ostaci RNK uklonjeni su 
hloroformskom ekstrakcijom dodavanjem po 140 μL smeše hloroform : 
izoamilalkohol (24:1, v:v) i centrifugiranjem od 10 min na 13000 g na sobnoj 
temperaturi. Gornja faza (100 μL) je preneta u nove ependorf tubice.   
 
Kvalitet izolovane DNK analiziran je elektoforezom na agaroznom gelu, a 
kvantitet je određen na spektrofotometru (Agilent 8453, Santa Clara, CA, SAD) i 
izračunavan prema formuli: 
[ukupna DNK] = 50 μg mL-1 x A260 nm x razblaženje 
 
3.3.2. PCR analiza 
 
PCR reakcija je iskorišćena za potvrđivanje prisustva transgena u biljnom 
tkivu krompira. Svaka PCR reakcija se odvijala u reakcionoj smeši zapremine 25 μL 
(tabela 8). 
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Tabela 8. Sastav reakcione smeše PCR reakcije. 
 
Komponenta Zapremina (μL) 
10 x PCR pufer (100 mM Tris-HCl pH 8.3,  
500 mM KCl, 15 mM MgCl2, 0.01% želatin) 
2,50 
dNTP (10mM) 1,50 
Prajmer F (5μM) 1,25 
Prajmer R (5μM)  1,25 
AmpliTaq Gold® DNK polimeraza 
(5 U/μL) 
0,50 
H2O 15,50 
DNK (100 ng/μL) 2,50 
 25,00 
 
 
Za amplifikaciju fragmenata gena AtCKX1 odnosno AtCKX2 u PCR 
reakcijama korišćeni su prajmeri ("Forward" i "Reverse") prikazani u tabeli 9. 
 
Tabela 9. Prajmeri korišćeni u PCR reakcijama. 
 
Gen 
GenBank™
pristupni 
br. 
Prajmeri Amplikon 
AtCKX1 AC002510 
F: 5’-CTC AGA ACA GGT TAC GAC TTC TCC-3’ 
300 bp 
R: 5’-CCC CAA ATC AAC AAC GTC TAC C-3’ 
AtCKX2 AC005917 
F: 5’-CTC TAC CGA TCC TTC CAT CAT CTC-3’ 
374 bp 
R: 5’-ACG TTC CTC CGA CGG TTA TATG-3’ 
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PCR reakcije su se odvijale po sledećem protokolu: 
1. Početna denaturacija DNK (95 ºC, 5 min) 
2. 38 ciklusa: 
a) Denaturacija (95 ºC, 1 min) 
b)  Vezivanje prajmera (55 ºC, 1 min za AtCKX1, odnosno 60 ºC, 1min za 
AtCKX2) 
                  c)  Ekstenzija (72 ºC, 2 min) 
      3.   Finalna ekstenzija (72 ºC, 10 min) 
 
Sve PCR reakcije sa specifičnim prajmerima urađene su pomoću GeneAmp® 
Gold PCR Reagent Kit (Applied Biosystems, Life Technologies Corporation, 
Carlsbad, CA, SAD) i odvijale su se u PCR mašini (Techne Genius thermocycler, 
Cambridge, UK). 
 
Izolati DNK iz listova netransformisanih izdanaka krompira gajenih in vitro 
korišćeni su kao negativna kontrola, dok su plazmidi pBinHTX-AtCKX1 i 
pBinHTX-AtCKX2 korišćeni kao pozitivna kontrola. 
 
3.3.3. Elektroforeza i vizuelizacija DNK 
 
Elektroforeza DNK je vršena u 1,5% agaroznim gelovima sa 0,5 μg mL-1 
etidijum-bromida u 1 x TBE puferu (tabela 10), pri konstantnom naponu od 45 V 
(za genomsku DNK) i 75 V (za PCR produkte). Elektroforeza DNK se odvijala u 
aparatu za horizontalnu elektroforezu BlueMarine 100 (Serva Electrophoresis 
GmbH, Heidelberg, Nemačka). Posle završene elektroforeze gelovi su 
prosvetljivani na talasnoj dužini od 266 nm i fotografisani u transiluminatoru 
(UltraLum Inc, Gel Explorer, Exton, PA, SAD). 
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Tabela 10. Sastav 1 x TBE pufera za elektroforezu DNK. 
 
Komponenta Količina (na 1L pufera) 
Tris (hidroksimetil) aminometan (Serva) 10,8 g 
Borna kiselina (Duchefa) 5,5 g 
0.5M EDTA (pH 8,0) 4 mL 
Etidijum-bromid (Valeant Pharmaceuticals, 
Montreal, Kanada) 
0,5 mg 
 
 
3.3.4. Analiza po Southern-u 
 
Genomska DNK je izolovana iz listova 30 dana starih izdanaka krompira 
gajenih in vitro kao što su opisali Murray i Thompson (1980), digerirana 
endonukleazom BamHI (Fermentas, Thermo Fisher Scientific Inc, Waltham, MA, 
SAD) i nanošena po 35 μg na gel. Prečišćena plazmidna DNK (pBinHTX-AtCKX1, 
odnosno pBinHTX-AtCKX2), digerirana endonukleazom BamHI, korišćena je kao 
pozitivna kontrola. DNK je razdvojena elektroforezom na 0,8% agaroznom gelu 
(Sigma) i preneta na pozitivno naelektrisanu najlonsku membranu (Roche, Basel, 
Švajcarska) kapilarnim transferom. Fragmenti dugi 300, odnosno 374 bp, obeleženi 
digoksigenin-dUTP-om (Roche) u PCR reakciji, korišćeni su kao probe za sekvence 
AtCKX1, odnosno AtCKX2. Hibridizacija je vršena u puferu "DIG Easy Hyb" 
(Roche) tokom 16 sati na temperaturi od 40°C (AtCKX1), odnosno 45°C (AtCKX2). 
Membrana je zatim ispirana u sledećim uslovima: 2 x 5 min u 2 x SSC + 0,1% SDS 
na 40°C, zatim 2 x 15 min u 0,5 x SSC + 0,1% SDS na 65°C (AtCKX1), odnosno po 2 
x 5 min u svakom od sledećih pufera: 2 x SSC + 0,1% SDS i 1 x SSC + 0,1% SDS na 
45°C, zatim 0,5 x SSC + 0,1% SDS i 0,1 x SSC + 0,1% SDS na 68°C (AtCKX2). Za 
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detekciju hibridizacije korišćena su antitela na digoksigenin (Roche) obeležena 
hemiluminiscentnim supstratom CDP-Star (Roche). Snimanje je vršeno na 
rentgenskom filmu (Kodak, New York, NY, SAD). 
 
3.3.5. Izolacija ukupne RNK 
 
Ukupna RNK izolovana je po modifikaciji metode Gašić i saradnika (2004) 
iz 30 dana starog transformisanog i netransformisanog biljnog materijala gajenog 
in vitro. Ekstrakcija RNK je vršena tako što je 0,2 g biljnog materijala (izdanaka ili 
korenova) najpre samleveno u avanu u tečnom azotu. Prah je zatim prenošen u 
sterilne ependorf tubice zapremine 2 mL koje su postavljane na led. Avani sa 
samlevenim uzorcima su dodatno ispirani sa po 1,3 mL ekstrakcionog pufera (2% 
CTAB; 2% PVP; 0,1% DEPC; 25 mM EDTA; 100 mM TRIS-HCl pH 8,0; 2 M NaCl; 
0,5 g L-1 spermidin; uz 2% β-merkaptoetanola dodatog neposredno pre upotrebe) 
prethodno zagrejanog na 60 °C, koji je zatim prenet u ependorf tubice zapremine 2 
mL. Uzorci su inkubirani u vodenom kupatilu na 60 °C tokom 15 min uz 
povremeno mućkanje na vorteksu. U svaki uzorak dodato je po 650 μL smeše 
hloroform : izoamilalkohol (24:1, v:v) i mućkano na vorteksu tokom 2 min. Nakon 
centrifugiranja tokom 10 min na 10000 g na +4 °C, supernatant koji se odvojio u 
vidu gornje, bezbojne faze, prenet je u nove ependorf tubice. Postupak sa 
dodavanjem smeše hloroform : izoamilalkohol i centrifugiranjem od 10 min 
ponovljen je još jednom.   
 
Supernatant zapremine 500 μL odvajan je u nove ependorf tubice zapremine 
2 mL, pa je dodavano po 166 μL hladnog 7,5 M LiCl. Ependorf tubice su mućkane 
okretanjem nekoliko puta i inkunbirane na +4 ºC preko noći. 
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Nakon precipitacije, sadržaj ependorf tubica je centrifugiran tokom 45 
minuta na 12000 g na +4 ºC. Supernatant je odstranjen, a talog ispran dodavanjem 
300 μL hladnog 70% etanola i zatim sušen na vazduhu u laminarnoj komori tokom 
5 minuta. Talog RNK je rastvoren dodavanjem 80 μL 0,1% DEPC (Sigma), potom 
mu je dodato 8 μL 3M Na-acetata (pH 5,5) i 220 μL 70% etanola i inkubiran je 
preko noći na -80 ºC. Sadržaj je ponovo centrifugiran tokom 45 minuta na 12000 g, 
na +4 ºC. Supernatant je odlivan, a talog sušen u laminarnoj komori tokom 10 
minuta i zatim resuspendovan dodavanjem 200 μL 0,1% DEPC, nakon čega je 
čuvan trajno na -80 ºC. 
 
Kvalitet izolovane RNK proveravan je elektoforezom na agaroznom gelu 
istom metodom kao za DNK (odeljak 3.3.3), a određivan je i spektrofotometrijski 
prema odnosu količnika A260/A280 (za čistu RNK A260/A280 iznosi 1,9-2,1). 
Kvantitet izolovane RNK određivan je na spektrofotometru Agilent 8453 i 
izračunavan prema formuli: 
[ukupna RNK] = 40 μg mL-1 x A260 x razblaženje 
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3.3.6. Prečišćavanje uzoraka RNK od kontaminacije sa DNK 
 
Pre reakcije reverzne transkripcije (RT) po 1 μg totalne RNK iz svakog 
uzorka je tretiran DNK-azom (Fermentas). Ovaj tretman je vršen u reakcionoj 
smeši zapremine 10 μL (tabela 11). 
 
Tabela 11. Sastav reakcione smeše za tretman DNK-azom. 
 
Komponenta reakcione smeše Količina 
totalna RNK 1,00 μg 
10 x pufer za DNK-azu (Fermentas) 1,00 μL 
DNK-aza (Fermentas) 1,00 μL 
RNK-aze inhibitor (Fermentas, 40U/μL) 0,25 μL 
H2O 7,75 μL 
 10,00 μL 
 
Tretman DNK-azom odvijao se tokom 30 minuta na 37 ºC, a potom je DNK-
aza inaktivirana zagrevanjem uzoraka u koje je dodato po 1 μL EDTA (Fermentas). 
Zagrevanje je vršeno tokom 10 minuta na 65 ºC. 
 
3.3.7. Kvantitativni RT-PCR (qRT-PCR) 
 
Reverzna transkripcija RNK u jednolančanu DNK (cDNK) je vršena u PCR 
mašini pomoću GeneAmp® Gold RNA PCR Reagent Kita (Applied Biosystems) i 
odvijala se u dva koraka: 25 ºC (10 min), zatim 42 ºC (12 min). Reakciona smeša 
zapremine 20 μL sastojala se od komponenti prikazanih u tabeli 12. 
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Tabela 12. Sastav reakcione smeše reverzne transkripcije. 
 
Komponenta Zapremina (μL) 
5 x RT-PCR pufer 4,0 
25 mM MgCl2 2,0 
10 mM dNTP 2,0 
100 mM DTT 2,0 
50 μM oligo-dT prajmeri 0,5 
20 U/μl RNAse inhibitor 0,5 
MultiScribe® reverzna 
transkriptaza 0,3 
H2O 4,7 
RNK (0,1 μg μL-1) 4,0 
 20,0 
 
Dobijena cDNK zatim je korišćena u qPCR reakciji koja se odvijala u smeši 
finalne zapremine 25 μL (tabela 13). 
 
Tabela 13. Sastav pojedinačne qPCR reakcije. 
 
Komponenta Količina (μL) 
SYBR Green I Master Mix 12,50 
15 μM Prajmer F 0,50 
15 μM Prajmer R 0,50 
H2O 9,00 
cDNK (40 ng μL-1) 2,50 
 25,00 
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SYBR Green I Master Mix je smeša DNK polimeraze (Taq), dNTP-ova, 
fluorescentno zelene boje SYBR Green I i referentne boje ROX u odgovarajućem 
PCR puferu. DNK polimeraza Taq rastvorena u puferu daje osetljivu i specifičnu 
PCR amplifikaciju. Boja SYBR Green I osigurava detekciju, a samim tim i analizu 
DNK. Boja ROX je pasivna referentna fluorescentna boja koja služi za 
normalizaciju varijacija između reakcija kao i grešaka u pipetiranju. Ova boja se ne 
vezuje za DNK i ima konstantnu fluorescenciju tokom reakcije.  
 
Za amplifikaciju fragmenata AtCKX1 odnosno AtCKX2 gena u qPCR 
reakcijama korišćeni su posebni prajmeri, prikazani u tabeli 14. 
 
Tabela 14. Prajmeri korišćeni u qPCR reakcijama. 
 
Gen GenBank™ pristupni br. Prajmeri Amplikon 
AtCKX1 NM_129714 
F: 5'-CAG CAG CAA ACC TCA ACG TG-3' 
127 bp 
R: 5'-ATC GCT AGA GGG TCG TAG GC-3 
AtCKX2 NM_127508 
F: 5'-GGG AAC TTC CTC ATC CTT GGC-3' 
115 bp 
R: 5'-GCG AGT CCC GAA GCT GAT TT-3' 
 
Radi provere ujednačenosti količine ukupne cDNK u svim uzorcima 
paralelno sa amplifikacijom oba AtCKX gena, amplifikovan je i referentni gen za 
aktin krompira (PoAc58). Prajmeri korišćeni za amplifikaciju aktinskog gena 
prikazani su u tabeli 15. 
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Tabela 15. Set prajmera korišćenih za umnožavanje fragmenta referentnog gena za 
aktin. 
 
Gen 
GenBank™ 
pristupni 
br. 
Prajmeri Amplikon 
PoAc58 X55749 
F: 5'-TGT TGG ACT CTG GTG ATG GTG-3' 
141 bp 
R: 5'-AGT AAC CAC GCT CAG TGA GGA-3' 
 
Specifičnost svih korišćenih prajmera potvrđena je BLAST analizom, gel 
elektroforezom RT-PCR produkata i analizom krive topljenja posle qPCR reakcije. 
 
Sve qPCR reakcije su se odvijale po sledećem protokolu: 
1. Početna denaturacija cDNK (95 ºC, 10 min) 
2. 40 ciklusa: 
a) Denaturacija (95 ºC, 15 sek) 
b) Vezivanje prajmera (56 ºC, 15 sek za AtCKX1, odnosno 57 ºC, 15 sek 
za AtCKX2,  odnosno 60 ºC, 15 sek za PoAc58) 
c) Ekstenzija (72 ºC, 30 sek) 
3. Finalna ekstenzija (72 ºC, 10 min) 
4. Analiza krive topljenja 
 
Za apsolutnu kvantifikaciju kao standardi korišćeni su plazmidi pBinHTX-
AtCKX1 i pBinHTX-AtCKX2 isečeni restrikcionom endonukleazom BamHI 
(Fermentas) u seriji razblaženja (5 ng, 1 ng, 500 pg, 100 pg i 10 pg plazmidne DNK 
po reakcionoj smeši).  
 
Sve qPCR reakcije urađene su u tri biološka ponavljanja u mašini ABI 
PRISM 7000 Sequence Detection System (Applied Biosystems) pomoću SYBR 
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Green I (Maxima™ SYBR Green/ROX qPCR Master Mix 2x, Fermentas), prema 
uputstvima proizvođača. 
 
 
3.4. Određivanje enzimske aktivnosti citokinin oksidaze/dehidrogenaze (CKX) 
 
Citokinin oksidaza/dehidrogenaza je ekstrahovana i delimično prečišćena 
iz izdanaka i korenova 30 dana starih netransformisanih i transformisanih biljaka 
krompira gajenih in vitro, po metodi koju su opisali Motyka i saradnici (2003). 
Aktivnost enzima CKX u ovako dobijenom proteinskom ekstraktu određivana je in 
vitro enzimskim testom zasnovanim na konverziji radioaktivno obeleženog 
supstrata: [2-3H]iP, [2-3H]cZ ili [2-3H]tZ u [2-3H]adenin. Reakciona smeša finalne 
zapremine 50 μL sastojala se od enzimskog ekstrakta (ekvivalent 2,5-35 mg sveže 
mase tkiva), 2 μM rastvora obeleženog citokinina ([2-3H]iP, [2-3H]cZ ili [2-3H]tZ) i 
100 mM N-tris(hidroksimetil)metil-3-amino-propan-sulfonat (TAPS)-NaOH pufera 
(pH 8,5) u kojem je rastvoren 75 μM 2,6-dihloroindofenol.  
 
Razdvajanje supstrata od proizvoda enzimske reakcije vršeno je tečnom 
hromatografijom pod visokim pritiskom u kombinaciji sa masenom 
spektrometrijom (HPLC/MS, Finnigan, San José, CA, SAD) po metodi koju su 
opisali Gaudinová i saradnici (2005). Koncentracija proteina u enzimskim 
ekstraktima određivana je po metodi Bradford-a (1976) uz upotrebu goveđeg 
serum-albumina (BSA) kao standarda. Određivanje aktivnosti CKX u svakom od 
tri biološka uzorka ponovljeno je po četiri puta. 
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3.5. Analiza endogenih biljnih hormona 
 
Endogeni biljni hormoni (citokinini i IAA) ekstrahovani su iz izdanaka i 
korenova 30 dana starih netransformisanih i transformisanih biljaka krompira 
gajenih in vitro, po metodi koju su opisali Dobrev i Kamínek (2002). Ekstrakcija je 
vršena tako što je 1 g sveže mase biljnog materijala samleveno u avanu u tečnom 
azotu. Prah je prenet u smešu metanola, mravlje kiseline i vode (15:1:4, v:v:v) a 
prečišćavanje je vršeno iz čvrste faze.   
 
Koncentracije pojedinačnih citokininskih nukleotida određene su kao prirast 
koncentracije odgovarajućih ribozida usled defosforilacije alkalnom fosfatazom. 
Detekcija i kvantifikacija vršene su korišćenjem tečne hromatografije pod visokim 
pritiskom i masene spektrometrije (HPLC/MS). Kao interni standardi za 
konstrukciju kalibracione krive korišćeni su odgovarajući citokinini obeleženi 
deuterijumom [2H]. Granica detekcije različitih citokinina kretala se između 0,5 i 
1,0 pmol po uzorku. 
 
Koncentracija auksina (IAA) određivana je primenom dvodimenzionalne 
tečne hromatografije pod visokim pritiskom (2D-HPLC) po metodi koju su opisali 
Dobrev i saradnici (2005). Za kvantifikaciju je korišćen fluorescentni detektor LC 
240 (Perkin Elmer, Wellesley, MA, SAD).  
 
Određivanje količine endogenih biljnih hormona u svakom od tri biološka 
uzorka ponovljeno je po četiri puta.   
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3.6. Određivanje morfoloških osobina biljaka krompira gajenih in vitro  
 
 Za potrebe određivanja morfoloških osobina, biljke su gajene pojedinačno, u 
epruvetama sa hranljivom podlogom. Morfološke osobine koje su ispitivane 
obuhvataju: dužinu izdanka, broj bočnih izdanaka, broj korenova, procenat 
izdanaka sa krtolama, broj krtola po izdanku, prečnik i masu krtola. Ove osobine 
su određivane posebno u neindukujućim, odnosno indukujućim uslovima za 
tuberizaciju. Neindukujući uslovi podrazumevaju fotoperiod od 16 sati svetlosti i 8 
sati mraka – dugi dan (DD), a indukujući, kontinuirani mrak (KM). 
 
 Dužina izdanka, broj bočnih izdanaka i broj korenova određivani su kod 30 
dana starih biljaka gajenih in vitro. 
 
U drugim eksperimentima, procenat izdanaka sa krtolama i broj krtola po 
izdanku određivani su kod biljaka gajenih in vitro tokom 30, 60, 90 i 120 dana. 
Prečnik krtola je određivan kod biljaka gajenih in vitro tokom 30 i 120 dana, a masa 
krtola kod 120 dana starih biljaka gajenih in vitro. Biljke su gajene u Erlenmeyer-
bočicama (po pet eksplantata u svakom sudu) a kao eksplantati korišćeni su 
odsečci izdanka sa jednim nodusom i listom. Svi eksperimenti su urađeni u tri 
ponavljanja od po 30 eksplantata. 
  
 
3.7. Statistička obrada podataka i grafičko predstavljanje rezultata 
 
Numerički podaci su obrađeni primenom računarskog programa 
Statgraphics Plus Version 2.1 (Statpoint Technologies Inc., Warrenton, VA, SAD). 
Za određivanje statistički značajnih razlika između srednjih vrednosti korišćen je 
Mann-Whitney-jev U-test na nivou značajnosti p ≤ 0,05 (Ct vrednost za 
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amplifikaciju referentnog gena PoAc58 u qPCR reakciji, aktivnost CKX i analiza 
endogenih biljnih hormona), odnosno analiza varijanse (ANOVA) i test najmanjih 
značajnih razlika – LSD (eng. Least Significant Difference) na nivou značajnosti p ≤ 
0,05 (kvantifikacija morfoloških osobina biljaka krompira gajenih in vitro, 
uključujući i parametre tuberizacije). Podaci izraženi u procentima su angularno 
transformisani u cilju statističke obrade i reverzno transformisani inverznom 
funkcijom radi grafičkog prikaza. 
 
Grafičko predstavljanje rezultata urađeno je pomoću računarskog programa 
Origin 8.0 (OriginLab Corporation, Northampton, MA, SAD). Srednje vrednosti 
prikazane su sa odgovarajućom standardnom greškom, osim u slučaju apsolutne 
kvantifikacije qPCR produkata i Ct vrednosti za amplifikaciju referentnog gena 
PoAc58, gde su srednje vrednosti prikazane sa odgovarajućom standardnom 
devijacijom, što je uobičajena praksa u prikazivanju podataka vezanih za qPCR 
analize. Na graficima su prikazani i rezultati analiza statističke značajnosti razlika 
između srednjih vrednosti, i to slovima ili zvezdicom. Na graficima na kojima su 
za označavanje statistički značajnih razlika korišćena slova, istim slovima su 
označene vrednosti koje se međusobno ne razlikuju statistički značajno. U slučaju 
da su na istom grafiku prikazane dve grupe podataka koje su zasebno statistički 
analizirane, jedna grupa podataka je obeležena velikim a druga malim slovima. Na 
graficima na kojima je prikazano više od dve grupe zasebno statistički analiziranih 
podataka, statistički značajne razlike u odnosu na odgovarajuću kontrolnu 
vrednost označene su zvezdicom. 
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4.   REZULTATI 
 
 
4.1. Genetička transformacija krompira genima AtCKX1 i AtCKX2 
 
4.1.1. Indukcija kalusa na isečcima listova inokulisanim bakterijama Agrobacterium 
tumefaciens 
 
Isečci listova koji su inokulisani bakterijama Agrobacterium tumefaciens 
GV3101/pBinHTX-AtCKX1 i pBinHTX-AtCKX2 postavljeni su prvih 72 sata na 
hranljivu podlogu za indukciju kalusa (CIM) bez antibiotika. Nakon ovog perioda 
nekrozi je podleglo 15,7% eksplantata inokulisanih bakterijama koje su nosile 
konstrukt AtCKX1 i 18,3% eksplantata inokulisanih bakterijama sa konstruktom 
AtCKX2. Na istu podlogu su kao kontrola postavljeni i neinokulisani isečci listova. 
Nijedan od njih nije podlegao nekrozi u datom periodu. 
 
Preživeli inokulisani eksplantati su zatim preneti na hranljivu podlogu 
Hyg+ CIM, dok je polovina kontrolnih eksplantata preneta na Hyg+ CIM, a 
polovina na podlogu Hyg- CIM. Nakon 7-10 dana došlo je do indukcije prvih 
kalusa duž ivica kontrolnih eksplantata gajenih na podlozi Hyg- CIM, ali i 
inokulisanih eksplantata gajenih na Hyg+ CIM. Nakon 30 dana gajenja na ovoj 
podlozi kalusi su se pojavili na 60-65% od početnog broja inokulisanih eksplantata 
(tabela 16 i slika 4c), dok su eksplantati koji nisu razvili kaluse počeli da podležu 
nekrozi. Svi neinokulisani, kontrolni eksplantati koji su gajeni na podlozi Hyg- 
CIM tokom ovog perioda takođe su razvili kaluse (slika 4a), dok su kontrolni 
eksplantati postavljeni na podlogu Hyg+ CIM podlegli nekrozi bez razvijanja 
kalusa (slika 4b). 
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Tabela 16. Efikasnost indukcije kalusa, regeneracije izdanaka iz dobijenih kalusa i 
ožiljavanja regenerisanih izdanaka in vitro nakon inokulacije isečaka listova 
krompira (Solanum tuberosum L. cv. Désirée) bakterijama Agrobacterium tumefaciens 
GV3101/pBinHTX-AtCKX1 i pBinHTX-AtCKX2. 
 
Fiziološki 
odgovor Početni materijal 
Hranljiva 
podloga 
Početni 
broj 
eksplantata 
Broj 
eksplantata 
sa 
fiziološkim 
odgovorom 
Efikasnost 
fiziološkog 
odgovora 
(%) 
Faza 1: 
Indukcija 
kalusa 
Isečci 
listova 
neinokulisani Hyg- CIM 500 500 100,0 
neinokulisani 
Hyg+ CIM 
500 0 0,0 
AtCKX1 1000 643 64,3 
AtCKX2 1000 606 60,6 
Faza 2: 
Regeneracija 
izdanaka 
Kalusi 
neinokulisani Hyg- SIM 250 183 73,2 
neinokulisani 
Hyg+ 
SIM 
250 0 0,0 
AtCKX1 643 425 66,1 (42,5)* 
AtCKX2 606 381 62,9 (38,1)* 
Faza 3: 
Ožiljavanje Izdanci 
neinokulisani BM 10 10 100,0 
AtCKX1 BM + 
Hyg 
75 12 16,0 
AtCKX2 75 11 14,7 
 
* Broj dat u zagradi predstavlja efikasnost regeneracije izdanaka (%) u odnosu na 
početni broj inokulisanih isečaka listova. Broj regenerisanih izdanaka po kalusu 
dat je u tekstu. 
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Slika 4. Izgled eksplantata (isečaka listova krompira) nakon 25 dana gajenja na 
hranljivoj podlozi za indukciju kalusa (CIM): (a) Kontrolni (neinokulisani) 
eksplantati na podlozi Hyg- CIM; (b) Kontrolni eksplantati na podlozi Hyg+ CIM 
(50 mg L-1 Hyg); (c) Eksplantati inokulisani sa Agrobacterium tumefaciens 
GV3101/pBinHTX-AtCKX2 na podlozi Hyg+ CIM (50 mg L-1 Hyg). 
 
 
4.1.2. Regeneracija izdanaka iz inokulisanih eksplantata 
 
Inokulisani eksplantati koji su razvili kaluse preneti su na hranljivu podlogu 
za regeneraciju izdanaka (Hyg+ SIM). Od kontrolnih eksplantata koji su prethodno 
razvili kaluse na podlozi Hyg- CIM, polovina je preneta na Hyg+ SIM, a polovina 
na Hyg- SIM. Posle 5-7 dana prvi regenerisani izdanci su bili vidljivi golim okom 
na kontrolnim eksplantatima gajenim na podlozi Hyg- SIM, dok su se prvi izdanci 
na inokulisanim eksplantatima pojavili nešto kasnije, nakon 10-12 dana gajenja na 
podlozi Hyg+ SIM. Nakon 30 dana gajenja na ovoj podlozi izdanke je regenerisalo 
60-70% (35-45% ukupnog početnog broja) inokulisanih eksplantata (tabela 16), 
dajući u proseku 7,5 (AtCKX1), odnosno 7,3 (AtCKX2) izdanaka po eksplantatu. 
Eksplantati koji nisu regenerisali izdanke, stagnirali su ili su podlegli nekrozi (slika 
5c). Stagnirajući eksplantati ni kasnije nisu pokazali znake regeneracije i do kraja 
drugog meseca na istoj podlozi su svi podlegli nekrozi. 
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Slika 5. Izgled eksplantata (isečaka listova krompira) nakon 30 dana gajenja na 
hranljivoj podlozi za regeneraciju izdanaka (SIM): (a) Kontrolni (neinokulisani) 
eksplantati na podlozi Hyg- SIM; (b) Kontrolni eksplantati na podlozi Hyg+ SIM 
(50 mg L-1 Hyg); (c) Eksplantati inokulisani sa Agrobacterium tumefaciens 
GV3101/pBinHTX-AtCKX2 na podlozi Hyg+ SIM (50 mg L-1 Hyg). 
 
Od neinokulisanih, kontrolnih eksplantata gajenih na podlozi Hyg- SIM, 
izdanke je regenerisalo 73,2% eksplantata (tabela 16 i slika 5a). Kontrolni 
eksplantati postavljeni na podlogu Hyg+ SIM nisu regenerisali izdanke i podlegli 
su nekrozi u toku prve dve nedelje (slika 5b). 
 
4.1.3. Ožiljavanje regenerisanih izdanaka 
 
Regenerisani izdanci dužine 10-20 mm preneti su radi ožiljavanja u 
epruvete sa bazalnom hranljivom podlogom, uz dodatak selektivnog antibiotika 
higromicina B, kao i cefotaksima radi otklanjanja potencijalnih ostataka bakterijske 
infekcije. Po jedan regenerisani izdanak je izolovan sa svakog od po 75 eksplantata 
nezavisno inokulisanih svakim od dva korišćena soja Agrobacterium tumefaciens. 
Deset regenerisanih izdanaka je izolovano sa 10 kontrolnih eksplantata gajenih na 
podlozi Hyg- SIM, radi dobijanja kontrolnih linija krompira za nastavak 
eksperimenta. 
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U toku 30 dana na bazalnoj podlozi u epruvetama došlo je do ožiljavanja 
izdanaka 45 linija inokulisanih sa AtCKX1 i 37 linija inokulisanih sa AtCKX2. 
Međutim, tokom supkultivacije u narednih šest meseci mnoge linije su izgubile 
sposobnost ožiljavanja, odnosno odsečci izdanka se više nisu ožiljavali nakon 
prenošenja na svežu hranljivu podlogu, a iz bočnih pupoljaka su se nakon 
supkultivacije razvijali aberantni izdanci ili se nisu razvijali uopšte (slika 6). Ove 
linije su eliminisane i za dalja istraživanja su korišćene samo linije koje su davale 
vijabilne, ožiljene biljke. Do trenutka kada je nakon šest ciklusa supkultivacije iz 
hranljive podloge izostavljen selektivni antibiotik higromicin B, selekciju je 
preživelo svega 12 linija koje su bile potencijalno transformisane genom AtCKX1, i 
11 linija potencijalno transformisanih sa AtCKX2 (tabela 16). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Slika 6. Izgled regenerisanih izdanaka posle inokulacije sa Agrobacterium 
tumefaciens GV3101/pBinHTX-AtCKX2 na hranljivoj podlozi za ožiljavanje sa 
higromicinom B (50 mg L-1 Hyg). U sredini je epruveta sa vijabilnim primarnim 
izdankom koji je regenerisao brojne adventivne izdanke i počeo da pokazuje znake 
ožiljavanja. Desno je primarni izdanak koji je regenerisao brojne adventivne 
izdanke ali neki od njih su delimično nekrotični i nema znakova ožiljavanja. U 
epruveti levo nalazi se nevijabilan, nekrotični izdanak bez znakova ožiljavanja. 
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4.1.4. Provera transformacije PCR analizom 
 
 PCR analiza je pokazala da je gen AtCKX1 bio prisutan kod 4 od testiranih 
12 linija, dok je gen AtCKX2 bio prisutan kod 8 od 11 testiranih linija. 
Umnožavanje fragmenta transgena AtCKX1 veličine 300 bp dobijeno je kod linija 
AtCKX1-3a, -6a, -8a i -36a (slika 7a, dok je fragment transgena AtCKX2 veličine 374 
bp umnožen kod linija AtCKX2-23, -28, -35, -39, -40, -48, -51 i -63 (slika 7b). 
Fragmenti odgovarajuće veličine umnoženi su i kod pozitivne kontrole, gde je u 
reakcionu smešu umesto uzorka DNK dodata plazmidna DNK (pBinHTX-AtCKX1, 
odnosno pBinHTX-AtCKX2), a umnožavanje ovih fragmenata nije dobijeno kod 
DNK netransformisanih, kontrolnih biljaka (slika 7). 
 
 Dobijena efikasnost transformacije krompira genom AtCKX1 iznosila je 
dakle 33%, dok je efikasnost transformacije genom AtCKX2 iznosila 73% (tabela 
17). 
 
 
Tabela 17. Efikasnost transformacije krompira genima AtCKX1 i AtCKX2 dobijena 
na osnovu PCR analize potencijalno transformisanih linija čiji su se izdanci 
ožiljavali na selektivnoj podlozi BM sa higromicinom B. 
Linije Broj analiziranih linija 
Broj pozitivnih 
linija 
Efikasnost 
transformacije 
(%) 
netransformisane 2 0 0 
AtCKX1 12 4 33 
AtCKX2 11 8 73 
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Slika 7. PCR analiza genomske DNK izolovane iz transformisanih 35S:AtCKX1 (a) 
i 35S:AtCKX2 (b) biljaka krompira. Signali predstavljaju umnožen fragment DNK 
dug 300, odnosno 374 bp. S = DNK standard (100 bp Ladder Extended, Serva); K = 
genomska DNK kontrolne biljke; P = plazmidna DNK pBinHTX-AtCKX1 (a) i 
pBinHTX-AtCKX2 (b) upotrebljena kao pozitivna kontrola. 
 
 
4.1.5. Potvrda integracije transgena u genomsku DNK krompira hibridizacijom po 
Southern-u 
 
 Analiza po Southern-u potvrdila je stabilnu integraciju transgena u 
genomsku DNK svih transformisanih AtCKX1 i AtCKX2 linija (slika 8). Prisustvo 
 85 
fragmenta približne dužine 5 kb potvrđeno je kod sve četiri transformisane 
AtCKX1 linije, a fragment odgovarajuće dužine prisutan je i u plazmidnoj DNK 
pBinHTX-AtCKX1, koja je upotrebljena kao pozitivna kontrola (slika 8a). 
Uniformna dužina fragmenta genomske DNK koji je hibridizovao sa probom za 
sekvencu AtCKX1 posledica je toga što je gen AtCKX1 ugrađen u polilinker u 
okviru T-DNK plazmida pBinHTX-AtCKX1 između dva restrikciona mesta za 
enzim BamHI (slika 3), kojim je digerirana genomska DNK za potrebe Southern 
analize. 
 
U slučaju plazmida pBinHTX-AtCKX2, gen AtCKX2 je ugrađen u T-DNK 
izvan segmenta ograničenog sa dva restrikciona mesta koja prepoznaje BamHI 
(slika 3). Fragmenti genomske DNK koji hibridizuju sa probom za AtCKX2 iz tog 
razloga ograničeni su restrikcionim mestom za BamHI na poziciji "562" (slika 3) u 
okviru T-DNK i najbližim restrikcionim mestom za BamHI u genomskoj DNK 
biljke. Zbog toga je dužina svakog od ovih fragmenata specifična za svaku kopiju 
transgena. Kod šest transformisanih AtCKX2 linija (AtCKX2-23, -28, -35, -39, -48 i -
51) potvrđeno je prisustvo po jedne kopije transgena (dužina fragmenata je 
varirala u opsegu od oko 6,5 kb kod linija AtCKX2-23 i AtCKX2-51, do preko 25 kb 
kod linije AtCKX2-48). Linija AtCKX2-63 sadržala je dve kopije transgena 
(fragmenti dužine oko 5 i 25 kb), dok je linija AtCKX2-40 sadržala čak tri kopije 
(fragmenti dužine oko 8, 10 i 24 kb). Fragment digerirane plazmidne DNK 
pBinHTX-AtCKX2 odgovarajuće veličine hibridizovao je sa probom dajući veoma 
jak signal (slika 8b). 
 
Genomska DNK kontrolnih biljaka nije hibridizovala sa probama za 
transgene AtCKX1 i AtCKX2 (slika 8a i b). 
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Slika 8. Southern analiza genomske DNK 30 dana starih kontrolnih i 
transformisanih 35S:AtCKX1 (a) i 35S:AtCKX2 (b) biljaka krompira gajenih in vitro. 
S = DNK standard (MWMII, Roche); K = genomska DNK kontrolne biljke; P = 
plazmidna DNK pBinHTX-AtCKX1 (a) i pBinHTX-AtCKX2 (b), upotrebljena kao 
pozitivna kontrola. 
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4.2. Ekspresija transgena u izdancima i korenovima transformisanih biljaka 
krompira gajenih in vitro  
 
 Dalje analize transformisanih AtCKX1 i AtCKX2 linija krompira ukazale su 
na sličnosti i razlike između transformisanih linija, po pitanju ekspresije transgena, 
aktivnosti CKX i nivoa endogenih citokinina i indol-sirćetne kiseline u izdancima i 
korenovima. U nastavku su detaljno opisane analize koje se odnose na pet 
transformisanih linija odabranih na osnovu visokog nivoa ekspresije transgena i 
aktivnosti CKX u biljkama ovih linija. Reč je o dve transformisane AtCKX1 linije 
(AtCKX1-6a i AtCKX1-36a) i tri AtCKX2 linije (AtCKX2-39, AtCKX2-48 i AtCKX2-
51). 
 
4.2.1. qRT-PCR analiza 
 
Nivo ekspresije gena AtCKX1, odnosno AtCKX2 u transformisanim linijama 
krompira određen je pomoću qRT-PCR analize. Fragmenti cDNK gena AtCKX1 i 
AtCKX2, dužine 127, odnosno 115 bp amplifikovani su sparivanjem prajmera na 
56ºC (AtCKX1), odnosno na 57ºC (AtCKX2) pod standardnim uslovima qPCR 
reakcije, nakon čega je specifičnost amplifikacije proverena analizom krive 
topljenja. 
 
Ekspresija gena AtCKX potvrđena je kako u izdancima, tako i u korenovima 
svih transformisanih linija. 
 
Geni AtCKX su kod svih analiziranih linija bili jače eksprimirani u 
izdancima nego u korenovima. Kod transformisanih AtCKX1 linija količina 
transkripta je varirala od 690 do 6300 kopija po ng RNK, dok je kod 
transformisanih AtCKX2 linija variranje bilo veće i kretalo se u opsegu od 230 do 
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58000 kopija po ng RNK (slika 9). Daleko najintenzivnija ekspresija AtCKX 
zabeležena je kod linije AtCKX2-39, u čijim izdancima je bilo 58000, a u 
korenovima 17000 kopija transkripta AtCKX2 po ng RNK. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Slika 9. qRT-PCR analiza ekspresije transgena u izdancima i korenovima 30 dana 
starih biljaka krompira transformisanih genom AtCKX1, odnosno AtCKX2, gajenih 
in vitro. Količina transkripta AtCKX1, odnosno AtCKX2 prikazana je kao broj 
kopija po nanogramu ukupne RNK. Prikazani podaci predstavljaju srednju 
vrednost ± SD (n = 3). Kod kontrolnih biljaka nije došlo do specifične amplifikacije 
fragmenata sekvenci AtCKX1 i AtCKX2, zbog čega kontrola nije prikazana na 
grafiku. 
 
 
 Analiza krive topljenja pokazala je da su produkti amplifikacije cDNK svih 
transformisanih linija specifični. Krive topljenja su kod svih uzoraka pravilne, sa 
naglašenim jedinstvenim maksimumom vrednosti –dRn/dT koji se u slučaju 
amplifikacije AtCKX1 cDNK nalazio u temperaturnom rasponu od 77-78ºC (slika 
 89 
10a), a kod amplifikacije AtCKX2 cDNK u rasponu od 75-77ºC (slika 10b). Budući 
da je kriva topljenja fragmenata dobijenih umnožavanjem digeriranog plazmida 
pBinHTX-AtCKX1 u seriji razblaženja pokazivala maksimum vrednosti –dRn/dT 
na temperaturi od 77,6ºC (slika 10c), a za plazmid pBinHTX-AtCKX2 na 
temperaturi od 76,4ºC (slika 10d), produkti amplifikacije u uzorcima cDNK svih 
transformisanih linija se mogu smatrati visoko specifičnim. U uzorcima cDNK iz 
korenova i izdanaka kontrolnih biljaka uočena je samo nespecifična amplifikacija 
sa prajmerima za gene AtCKX1 i AtCKX2. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Slika 10. Krive topljenja produkata qPCR amplifikacije cDNK izdanaka i korenova 
30 dana starih biljaka krompira transformisanih genima AtCKX, pomoću prajmera 
specifičnih za sekvencu transgena AtCKX1 (a) i AtCKX2 (b). Poređenje sa krivama 
topljenja produkata amplifikacije plazmidne DNK pBinHTX-AtCKX1 (c) i 
pBinHTX-AtCKX2 (d) pomoću istih prajmera, ukazuje na visoku specifičnost 
amplifikacije cDNK transformisanih biljaka pomoću prajmera specifičnih za 
transgen. 
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Ujednačena količina ukupne cDNK u svim uzorcima na početku qPCR 
analize potvrđena je paralelnom amplifikacijom referentnog gena PoAc58, 
konstitutivno eksprimiranog gena koji kodira aktin kod krompira. Prosečan broj 
ciklusa qPCR reakcije posle kojih se dostiže prag detekcije referentnog gena PoAc58 
(Ct vrednost) prilično je ujednačen što potvrđuje odsustvo statistički značajne 
razlike između svih analiziranih uzoraka cDNK izdanaka i korenova, kako 
kontrolne, tako i transformisanih linija (slika 11). Specifičnost amplifikacije gena 
PoAc58 pokazana je analizom krive topljenja, koja kod svih analiziranih uzoraka 
ima jasan jedinstven maksimum vrednosti –dRn/dT u temperaturnom opsegu od 
79-80ºC (slika 12). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Slika 11. Broj ciklusa posle kojih se dostiže prag detekcije amplifikacije (Ct 
vrednost) sekvence referentnog gena PoAc58 prilikom qPCR amplifikacije cDNK 
izdanaka i korenova 30 dana starih kontrolnih i transformisanih AtCKX1 i AtCKX2 
biljaka gajenih in vitro. Prikazani podaci predstavljaju srednju Ct vrednost ± SD (n 
= 3). Odsustvo statistički značajne razlike između Ct vrednosti kod bilo koja dva 
uzorka cDNK prema Mann-Whitney-jevom U-testu na nivou značajnosti p ≤ 0,05 
ukazuje na ujednačeno prisustvo transkripta aktinskog gena u svim uzorcima. 
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Slika 12. Zbirne krive topljenja produkata qPCR amplifikacije cDNK izdanaka i 
korenova 30 dana starih kontrolnih i AtCKX transformisanih biljaka krompira 
gajenih in vitro, pomoću prajmera specifičnih za sekvencu referentnog gena 
PoAc58. Ujednačen oblik krive i položaj maksimuma potvrđuju specifičnost 
amplifikacije. 
 
 
4.3. Aktivnost citokinin oksidaze / dehidrogenaze (CKX) u izdancima i 
korenovima AtCKX1 i AtCKX2 biljaka krompira gajenih in vitro 
 
Proteinski ekstrakti izdanaka i korenova 30 dana starih kontrolnih i AtCKX 
biljaka gajenih in vitro analizirani su testom aktivnosti citokinin 
oksidaze/dehidrogenaze (CKX) uz korišćenje [2-3H]iP, [2-3H]tZ ili [2-3H]cZ kao 
supstrata. Najpogodniji supstrat za CKX bio je [2-3H]iP, kako u izdancima tako i u 
korenovima svih analiziranih biljaka (tabela 18). Proteinski ekstrakti izdanaka i 
korenova kontrolnih, kao i biljaka linije AtCKX1-36a pokazivali su veću aktivnost 
CKX sa [2-3H]cZ kao supstratom nego sa [2-3H]tZ. Suprotno tome, u analiziranim 
tkivima linije AtCKX2-51, kao i u izdancima linije AtCKX2-48, veća aktivnost je 
detektovana sa [2-3H]tZ kao supstratom nego sa [2-3H]cZ. U ovim slučajevima 
brzina razgradnje [2-3H]tZ bila je izuzetno (10-20 puta) viša od kontrolnih 
vrednosti, dok se razgradnja [2-3H]cZ odvijala brzinom istog reda veličine, ili čak 
sporije u odnosu na kontrolne vrednosti (tabela 18). 
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Tabela 18. Aktivnost CKX u proteinskim ekstraktima 30 dana starih izdanaka i 
korenova kontrolnih i AtCKX biljaka gajenih in vitro. Kao supstrat su korišćeni 
citokininski molekuli obeleženi tricijumom (2-3H). Aktivnost CKX je merena kao 
stopa razgradnje [2-3H]-obeleženog citokinina do [2-3H]-adenina. 
 
Aktivnost CKX [nmol Ade.mg-1 
protein.h-1] u proteinskim 
ekstraktima izdanaka 
Aktivnost CKX [nmol Ade.mg-1 
protein.h-1] u proteinskim 
ekstraktima korenova 
Supstrat
  [2-
3H]iP 
 [2-
3H]tZ 
 [2-
3H]cZ 
koriš-
ćenje 
sup-
strata 
 [2-
3H]iP 
 [2-
3H]tZ 
 [2-
3H]cZ 
koriš-
ćenje 
sup-
strata 
Linija 
 
kontrola 0,782 0,074 0,302 iP>cZ >tZ 1,970 0,238 0,811 
iP>cZ 
>tZ 
AtCKX1
-36a 1,265 0,064 0,352 
iP>cZ 
>tZ 2,508 0,203 0,759 
iP>cZ 
>tZ 
AtCKX2
-48 7,478 0,742 0,038 
iP>tZ 
>cZ 2,935 0,327 1,504 
iP>cZ 
>tZ 
AtCKX2
-51 11,181 1,509 0,134 
iP>tZ 
>cZ 13,135 2,541 1,208 
iP>tZ 
>cZ 
 
Aktivnost CKX je prikazana kao stopa razgradnje najpogodnijeg supstrata 
[2-3H]iP do [2-3H]adenina (slika 13). U izdancima kontrolnih biljaka izmerena 
vrednost aktivnosti CKX je bila 0,78 nmol Ade.mg-1protein.h-1. Značajno povišena 
aktivnost CKX u odnosu na kontrolu je otkrivena u izdancima svih 
transformisanih linija osim AtCKX1-6a, pri čemu su veće vrednosti dostignute u 
slučaju AtCKX2 linija, u odnosu na AtCKX1 linije. Linija AtCKX2-51 pokazala je 
najveću vrednost aktivnosti CKX (14,3 puta više u odnosu na kontrolnu vrednost). 
U korenovima kontrolnih biljaka aktivnost CKX je bila viša nego u izdancima i 
iznosila je 1,97 nmol Ade.mg-1protein.h-1. Značajno povišena aktivnost CKX u 
odnosu na kontrolu izmerena je u korenovima dve transformisane linije, AtCKX1-
6a i AtCKX2-51. Ponovo je aktivnost CKX bila najviša kod linije AtCKX2-51, sa 
vrednošću 6,7 puta višom od kontrolne (slika 13). 
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Slika 13. Aktivnost CKX u proteinskim ekstraktima izdanaka i korenova 30 dana 
starih kontrolnih i transformisanih AtCKX1 i AtCKX2 biljaka gajenih in vitro. 
Aktivnost CKX je izražena kao stopa razgradnje [2-3H]iP do [2-3H]adenina. 
Prikazani podaci predstavljaju srednju vrednost ± SG (n = 3). Srednje vrednosti 
označene istim velikim slovom (izdanci), odnosno istim malim slovom (korenovi) 
međusobno se ne razlikuju statistički značajno prema Mann-Whitney-jevom U-testu 
na nivou značajnosti p ≤ 0,05. Poređenje je rađeno zasebno za izdanke i korenove. 
 
 
4.4. Analiza endogenih biljnih hormona 
 
Endogeni biljni hormoni (citokinini i IAA) kvantifikovani su u izdancima i 
korenovima 30 dana starih netransformisanih biljaka, kao i biljaka AtCKX linija 
krompira gajenih in vitro. U cilju utvrđivanja promena u citokininskoj homeostazi 
kod transformisanih biljaka najpre je analiziran citokininski profil 
netransformisanih biljaka krompira gajenih in vitro (slike 14 i 15), a zatim su 
upoređeni nivoi pojedinih grupa citokinina kontrolnih biljaka sa linijama 
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transformisanih biljaka (slika 16). Najzad, utvrđen je nivo indol-sirćetne kiseline 
(IAA) kod transformisanih biljaka (slika 19) i upoređen sa nivoom kod kontrolnih 
biljaka. Promene u nivou IAA su upoređene sa promenama u nivou bioaktivnih 
citokinina (slika 20). 
 
4.4.1. Citokininski profil netransformisanih biljaka krompira gajenih in vitro 
 
Kvantifikacijom endogenih citokinina dobijen je citokininski profil izdanaka 
i korenova 30 dana starih netransformisanih biljaka krompira gajenih in vitro. 
Endogeni citokinini su na osnovu biološke funkcije podeljeni u četiri grupe: 
bioaktivne forme citokinina, forme citokinina za skladištenje, neaktivne forme 
citokinina i citokininski nukleotidi (Dwivedi i sar. 2010).  
 
Citokininski profil izdanaka krompira prikazan je na slici 14. Ukupni nivo 
citokinina u izdancima krompira iznosio je 467,1 pmol g-1 sveže mase izdanaka 
(slika 14a). Najveći udeo u sadržaju citokinina u izdancima (93,7%) imale su 
neaktivne forme citokinina, dok su citokininski nukleotidi, bioaktivne forme i 
forme citokinina za skladištenje bili daleko manje zastupljeni. 
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Slika 14. Citokininski profil izdanaka 30 dana starih biljaka kontrolne linije 
krompira u kulturi in vitro: (a) Endogeni nivo ukupnih citokinina i četiri grupe 
citokinina koje ulaze u njihov sastav; (b) Sastav bioaktivnih formi citokinina 
(slobodnih baza i ribozida); (c) Sastav formi citokinina za skladištenje (O-
glukozida); (d) Sastav neaktivnih formi citokinina (N7- i N9-glukozida) i (e) Sastav 
citokininskih nukleotida. Prikazani podaci predstavljaju srednju vrednost ± SG (n 
= 3). 
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Bioaktivne forme citokinina bile su zastupljene u količini od 11,2 pmol g-1 
sveže mase izdanaka, odnosno 2,4% ukupnih citokinina u izdancima (slika 14a). 
Ova grupa citokinina obuhvata slobodne citokininske baze i ribozide (slika 14b). 
Slobodne citokininske baze su u izdancima zastupljenije od ribozida i čine oko tri 
četvrtine bioaktivnih formi citokinina. Najzastupljenija bioaktivna forma citokinina 
u izdancima krompira je iP, za kojim slede cZ i tZ koji su približno jednako 
zastupljeni, dok je DHZ slabije zastupljen. Ribozidi čine četvrtinu bioaktivnih 
formi citokinina u izdancima krompira, a među njima su cZ9R i tZ9R zastupljeniji 
nego iP9R. Najmanje zastupljen ribozid je DHZ9R čije je prisustvo u izdancima bilo 
malo iznad praga detekcije (slika 14b). 
 
Forme citokinina za skladištenje su najmanje zastupljena grupa citokinina 
u izdancima krompira i prisutne su u količini od 1,9 pmol g-1 sveže mase izdanaka, 
odnosno 0,4% ukupnih citokinina u izdancima (slika 14a). Ovi citokinini 
predstavljaju O-glukozilovane forme trans- i cis-zeatina i dihidrozeatina, kao i 
njihovih ribozida (slika 14c). Nisu detektovani O-glukozidi izopentenil-adenina 
niti njegovog ribozida. U izdancima dominiraju O-glukozilovane baze, tZOG, 
cZOG i DHZOG, dok su O-glukozilovani ribozidi prisutni malo iznad granice 
detekcije (slika 14c). 
 
Neaktivne forme citokinina, odnosno N-glukozidi, predstavljaju 
najzastupljeniju grupu citokinina u izdancima krompira gajenim in vitro (437,8 
pmol g-1 sveže mase izdanaka, odnosno 93,7% ukupnih citokinina u izdancima; 
slika 14a). Ova grupa citokinina obuhvata N7-glukozide koji dominiraju u 
izdancima krompira, kao i N9-glukozide, koji su daleko manje zastupljeni (slika 
14d). Preko 99% količine neaktivnih formi citokinina (odnosno, čak 92,9% ukupnih 
citokinina) u izdancima krompira čine N7-glukozidi. Oko polovinu ukupne 
količine N7-glukozida čini iP7G, koji predstavlja najzastupljeniju od svih formi 
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citokinina u izdancima krompira. Slede tZ7G i cZ7G, dok je DHZ7G najmanje 
zastupljen N7-glukozid. U manjoj količini su prisutni N9-glukozidi cZ9G, iP9G i 
tZ9G, dok DHZ9G nije detektovan u izdancima krompira (slika 14d). 
 
Nivo citokininskih nukleotida – monofosfata je gotovo za polovinu viši od 
nivoa bioaktivnih citokinina u izdancima krompira. Citokininski nukleotidi su 
zastupljeni u količini od 16,2 pmol g-1 sveže mase izdanaka odnosno 3,5% ukupnih 
citokinina u izdancima (slika 14a). Daleko najzastupljeniji citokininski nukleotid je 
tZ9RMP, a sledi iP9RMP, dok su cZ9RMP i DHZ9RMP manje zastupljeni (slika 
14e). 
 
Citokininski profil korenova 30 dana starih biljaka krompira gajenih in vitro 
prikazan je na slici 15. U korenovima je izmeren viši nivo ukupnih citokinina nego 
u izdancima, koji iznosi 851,9 pmol g-1 sveže mase korenova. Najveći udeo u 
sadržaju citokinina u korenovima (82,0%) imale su neaktivne forme citokinina, a 
značajan udeo (10,7% ukupnih citokinina) imale su i forme citokinina za 
skladištenje. Citokininski nukleotidi i bioaktivne forme citokinina bili su manje 
zastupljeni (slika 15a). 
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Slika 15. Citokininski profil korenova 30 dana starih kontrolnih biljaka krompira u 
kulturi in vitro: (a) Endogeni nivo ukupnih citokinina i četiri grupe citokinina koje 
ulaze u njihov sastav; (b) Sastav bioaktivnih formi citokinina (slobodnih baza i 
ribozida); (c) Sastav formi citokinina za skladištenje (O-glukozida); (d) Sastav 
neaktivnih formi citokinina (N7- i N9-glukozida) i (e) Sastav citokininskih 
nukleotida. Prikazani podaci predstavljaju srednju vrednost ± SG (n = 3). 
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Bioaktivne forme citokinina su zastupljene u količini od 26,2 pmol g-1 
sveže mase korenova, što predstavlja 3,1% ukupnih citokinina u korenovima (slika 
15a). Za razliku od izdanaka, u korenovima krompira ribozidi su bili zastupljeniji 
od slobodnih baza, i to više nego četvorostruko (slika 15b). U korenovima su, kao i 
u izdancima, cZ9R i tZ9R najzastupljeniji ribozidi, ali ovde su njihovi nivoi preko 
15 puta veći u odnosu na nivo iP9R. Kao i u izdancima, i ovde je DHZ9R najslabije 
zastupljen ribozid, sa nivoom malo iznad praga detekcije. Od slobodnih baza u 
korenovima krompira je najzastupljeniji tZ, dok su cZ i DHZ oko šest puta manje 
zastupljeni. Prisustvo iP u korenovima krompira nije detektovano (slika 15b). 
 
Forme citokinina za skladištenje su u korenovima krompira oko 50 puta 
zastupljenije nego u izdancima. Prisutne su u količini od 90,7 pmol g-1 sveže mase 
korenova (10,7% ukupnih citokinina u korenovima) što ih čini oko tri puta 
zastupljenijim u odnosu na količinu bioaktivnih citokinina ili citokininskih 
nukleotida (slika 15a). Kao ni u izdancima, ni u korenovima nisu detektovani O-
glukozidi izopentenil-adenina niti njegovog ribozida (slika 15c). Dok su u 
izdancima zastupljenije O-glukozilovane baze, u korenovima dominiraju O-
glukozilovani ribozidi i to pre svega tZ9ROG i DHZ9ROG. Pored toga, u 
korenovima nije detektovano prisustvo cZOG (slika 15c). 
 
Neaktivne forme citokinina, odnosno N-glukozidi, najzastupljenija su 
grupa citokinina u korenovima, baš kao i u izdancima krompira gajenim in vitro. 
Njihov nivo iznosi 698,9 pmol g-1 sveže mase korenova (slika 15a), odnosno 82,0% 
ukupnih citokinina u korenovima krompira. Kao i u izdancima, N7-glukozidi su 
najzastupljenija grupa citokinina i u korenovima biljaka krompira gajenih in vitro, 
čineći 93,3% neaktivnih formi citokinina, odnosno 76,5% ukupnih citokinina (slika 
15d). Više od polovine ukupne količine N7-glukozida čini tZ7G, koji predstavlja 
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najzastupljeniju od svih formi citokinina u korenovima krompira. Slede DHZ7G, 
iP7G i cZ7G, a zatim i N9-glukozidi, DHZ9G, cZ9G, iP9G i tZ9G (slika 15d). 
 
Nivo citokininskih nukleotida – monofosfata je i u korenovima, kao i u 
izdancima krompira nešto viši od nivoa bioaktivnih citokinina. Citokininski 
nukleotidi su zastupljeni u količini od 36,1 pmol g-1 sveže mase korenova odnosno 
4,2% ukupnih citokinina u korenovima (slika 15a). Kao i u izdancima, daleko 
najzastupljeniji citokininski nukleotid je tZ9RMP, a sledi iP9RMP, dok su cZ9RMP 
i DHZ9RMP manje zastupljeni (slika 15e). 
 
4.4.2. Nivoi endogenih citokinina kod AtCKX linija krompira 
 
 Kvantifikacija endogenih citokinina kod biljaka pet AtCKX linija krompira 
gajenih in vitro obavljena je u cilju poređenja nivoa ukupnih citokinina i 
pojedinačnih grupa citokinina kod kontrolnih i kod transformisanih biljaka. 
 
 Od pet AtCKX linija krompira, do statistički značajnog smanjenja nivoa 
ukupnih citokinina došlo je samo u izdancima linije AtCKX2-39 (slika 16a) i u 
korenovima linije AtCKX1-36a (slika 16b). Nivo ukupnih citokinina je čak značajno 
povećan u izdancima tri transformisane linije (AtCKX1-6a, AtCKX1-36a i AtCKX2-
51; slika 16a) i korenovima dve linije (AtCKX1-6a i AtCKX2-39; slika 16b). Kod 
linije AtCKX2-48 količina ukupnih citokinina je u nivou kontrole i u izdancima i u 
korenovima. 
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Slika 16. Citokininski profil izdanaka (a) i korenova (b) 30 dana starih kontrolnih i 
AtCKX transformisanih biljaka krompira gajenih in vitro. Citokinini su na osnovu 
biološke funkcije podeljeni u četiri grupe: bioaktivne forme, forme za skladištenje, 
neaktivne forme citokinina i citokininski nukleotidi. Prikazani podaci predstavljaju 
srednju vrednost ± SG (n = 3). Statistički značajne razlike u odnosu na kontrolnu 
vrednost, prema Mann-Whitney-jevom U-testu na nivou značajnosti p ≤ 0,05, 
označene su zvezdicom (*). 
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Nivo bioaktivnih citokinina značajno je smanjen kod svih AtCKX2 linija 
krompira, i to čak 3-5 puta u izdancima (slika 16a) i oko 2 puta u korenovima (slika 
16b). Nivo bioaktivnih citokinina takođe je značajno smanjen (oko 2,5 puta) i u 
korenovima linije AtCKX1-36a, dok u izdancima ove linije, kao i u izdancima i 
korenovima linije AtCKX1-6a nije došlo do značajne promene u nivou bioaktivnih 
formi citokinina u odnosu na kontrolu (slika 16). 
 
U izdancima tri (AtCKX1-6a, AtCKX1-36a i AtCKX2-51) i korenovima jedne 
transformisane linije (AtCKX2-39) povišeni su nivoi kako formi citokinina za 
skladištenje, tako i neaktivnih formi citokinina (slika 16). Nivo neaktivnih formi 
citokinina je povišen i u korenovima linija AtCKX1-6a i AtCKX2-48 (slika 16b). 
Nasuprot tome, konstatovan je snižen nivo formi citokinina za skladištenje u 
korenovima linija AtCKX1-36a i AtCKX2-48, kao i neaktivnih formi citokinina u 
korenovima linije AtCKX1-36a (slika 16b). Nivo citokininskih nukleotida značajno 
je smanjen u izdancima svih pet, kao i u korenovima tri (AtCKX1-6a, AtCKX1-36a i 
AtCKX2-48) transformisane linije, dok kod preostale dve transformisane linije 
(AtCKX2-39 i AtCKX2-51) nije došlo do statistički značajne promene nivoa 
citokininskih nukleotida (slika 16). 
 
 Na slici 17 prikazan je nivo slobodnih citokininskih baza i ribozida kao i 
ukupnih bioaktivnih citokinina u izdancima i korenovima AtCKX linija krompira, i 
upoređen sa istim vrednostima kod kontrolnih biljaka. Interesantno je da je nivo 
slobodnih citokininskih baza značajno snižen i u izdancima i u korenovima svih 
pet AtCKX linija, dok je nivo ribozida snižen u izdancima dve (AtCKX2-48 i 
AtCKX2-51) i korenovima svih transformisanih linija osim AtCKX1-6a. U 
izdancima linije AtCKX2-39 i korenovima AtCKX1-6a nema značajne promene u 
nivou citokininskih ribozida, dok je njihov nivo povišen u izdancima obeju linija 
transformisanih genom AtCKX1 (slika 17). 
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Slika 17. Sadržaj pojedinačnih (slobodne citokininske baze i ribozidi) i ukupnih 
bioaktivnih formi citokinina u izdancima (a) i korenovima (b) 30 dana starih 
kontrolnih i AtCKX transformisanih biljaka krompira gajenih in vitro. Prikazani 
podaci predstavljaju srednju vrednost ± SG (n = 3). Statistički značajne razlike u 
odnosu na kontrolnu vrednost, prema Mann-Whitney-jevom U-testu na nivou 
značajnosti p ≤ 0,05, označene su zvezdicom (*). 
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 Udeo bioaktivnih citokinina u ukupnim citokininima značajno je smanjen i 
u izdancima i u korenovima svih transformisanih linija osim AtCKX1-36a (slika 
18), gde se ovaj udeo ne razlikuje značajno od kontrolne vrednosti. Udeo 
bioaktivnih citokinina u ukupnim citokininima je naročito snižen kod AtCKX2 
linija, čak na 0,6-0,7% u izdancima (u odnosu na 2,4% kod kontrolnih biljaka) i 1,2-
1,4% u korenovima (u odnosu na 3,1% kod kontrole). Udeo slobodnih citokininskih 
baza u ukupnim citokininima značajno je snižen i u izdancima i u korenovima svih 
transformisanih linija. Ovaj udeo u izdancima kontrolnih biljaka iznosi 1,8% što je 
kod transformanata smanjeno na 0,3-0,7%, dok u korenovima kontrolnih biljaka 
iznosi 0,6%, što je u korenovima transformisanih biljaka smanjeno na 0,2-0,5%. 
Udeo citokininskih ribozida u ukupnim citokininima smanjen je i u izdancima i u 
korenovima transformisanih linija AtCKX2-48 i AtCKX2-51, kao i u korenovima 
linije AtCKX2-39 (slika 18). 
 
4.4.3. Nivo endogene IAA kod transformisanih linija krompira 
 
Nivo endogene indol-sirćetne kiseline (IAA) određen je u izdancima i 
korenovima 30 dana starih kontrolnih i AtCKX biljaka krompira gajenih in vitro 
(slika 19). Kod kontrolnih biljaka, nivo endogene IAA je iznosio 82 pmol g-1 sveže 
mase izdanaka, odnosno 62 pmol g-1 sveže mase korenova. Nivo IAA je kod tri 
transformisane linije (AtCKX1-6a, AtCKX1-36a i AtCKX2-51) značajno povišen u 
odnosu na kontrolne vrednosti i u izdancima i u korenovima. Kod ovih linija, nivo 
IAA je povišen 1,5-5 puta u odnosu na kontrolu. Nasuprot tome, kod linije 
AtCKX2-39 nivo IAA je značajno snižen i u izdancima (4 puta manja vrednost u 
odnosu na kontrolu) i u korenovima (3,2 puta niža vrednost od kontrole). Kod 
linije AtCKX2-48 nivo IAA je značajno snižen u izdancima (na polovinu kontrolne 
vrednosti), ali značajno povišen u korenovima, gde dostiže gotovo trostruku 
vrednost kontrole (slika 19). 
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Slika 18. Udeo pojedinačnih (slobodne citokininske baze i ribozidi) i ukupnih 
bioaktivnih formi citokinina u ukupnim citokininima izdanaka (a) i korenova (b) 
30 dana starih kontrolnih i AtCKX transformisanih biljaka krompira gajenih in 
vitro. Vrednosti su izražene u procentima od količine ukupnih citokinina. Podaci 
su angularno transformisani u cilju statističke obrade i reverzno transformisani 
inverznom funkcijom radi grafičkog prikaza, koji predstavlja srednju vrednost ± 
SG (n = 3). Statistički značajne razlike u odnosu na kontrolnu vrednost, prema 
Mann-Whitney-jevom U-testu na nivou značajnosti p ≤ 0,05, označene su 
zvezdicom (*). 
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Slika 19. Sadržaj endogene indol-sirćetne kiseline (IAA) u izdancima i korenovima 
30 dana starih kontrolnih i AtCKX transformisanih biljaka krompira gajenih in 
vitro. Prikazani podaci predstavljaju srednju vrednost ± SG (n = 3). Srednje 
vrednosti označene istim velikim slovom (izdanci), odnosno istim malim slovom 
(korenovi) međusobno se ne razlikuju statistički značajno prema Mann-Whitney-
jevom U-testu na nivou značajnosti p ≤ 0,05. Poređenje je rađeno zasebno za 
izdanke i korenove. 
 
 
Odnos koncentracije endogene IAA i bioaktivnih citokinina značajno je 
povećan u izdancima linija AtCKX1-36a i AtCKX2-51, kao i u korenovima svih 
transformisanih linija osim AtCKX2-39 (slika 20). 
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Slika 20. Kvantitativni odnos endogenog nivoa indol-sirćetne kiseline (IAA) i 
ukupnih bioaktivnih citokinina, u izdancima i korenovima 30 dana starih 
kontrolnih i AtCKX transformisanih biljaka krompira gajenih in vitro. Prikazani 
podaci predstavljaju srednju vrednost ± SG (n = 3). Srednje vrednosti označene 
istim velikim slovom (izdanci), odnosno istim malim slovom (korenovi) 
međusobno se ne razlikuju statistički značajno prema Mann-Whitney-jevom U-testu 
na nivou značajnosti p ≤ 0,05. Poređenje je rađeno zasebno za izdanke i korenove. 
 
 
 
4.5. Morfološke osobine AtCKX linija krompira gajenih in vitro 
 
 Transformisane biljke gajene in vitro pokazivale su razlike u odnosu na 
morfologiju kontrolnih biljaka. Slika 21 prikazuje izgled 30 dana starih biljaka 
tipičnih za kontrolnu liniju, kao i svaku od pet AtCKX linija krompira u uslovima 
dugog dana. 
 
 110 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Slika 21. Izgled 30 dana starih kontrolnih i AtCKX transformisanih biljaka 
krompira gajenih in vitro u uslovima dugog dana (16 sati svetlosti i 8 sati mraka). 
Biljke koje su prikazane na slici odabrane su tako da odražavaju morfološke 
karakteristike tipične za liniju kojoj pripadaju. 
 
 
 
 Odabrane morfološke osobine AtCKX linija krompira gajenih in vitro 
merene su u uslovima dugog dana ili kontinuiranog mraka i poređene sa 
morfološkim osobinama kontrolnih biljaka (slike 22, 23 i 24). 
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 Na dugom danu prosečna dužina izdanka kontrolnih biljaka iznosila je oko 
76 mm, a AtCKX biljke su razvijale značajno kraće izdanke u odnosu na kontrolu 
(24-50 mm), sa izuzetkom linije AtCKX2-39 (slika 22). Najkraće izdanke razvijale su 
biljke linije AtCKX2-51. U kontinuiranom mraku kontrolne biljke su razvijale 
izdanke prosečne dužine 78 mm, dok je dužina izdanaka svih transformisanih 
linija bila značajno manja. Najkraći izdanci, prosečne dužine 19 mm, javljali su se 
ponovo kod linije AtCKX2-51 (slika 22). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Slika 22. Dužina izdanka 30 dana starih kontrolnih i AtCKX transformisanih 
biljaka krompira gajenih in vitro u uslovima dugog dana (DD) ili  kontinuiranog 
mraka (KM). Prikazani podaci predstavljaju srednju vrednost ± SG (n = 90). 
Srednje vrednosti označene istim velikim slovom (DD), odnosno istim malim 
slovom (KM) međusobno se ne razlikuju statistički značajno prema testu najmanjih 
značajnih razlika (LSD) na nivou značajnosti p ≤ 0,05. Poređenje je rađeno zasebno 
za podatke u uslovima dugog dana i kontinuiranog mraka. 
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 Prosečan broj bočnih izdanaka kod kontrolnih biljaka posle 30 dana u 
kulturi, u uslovima dugog dana bio je 2,36, dok je kod linije AtCKX1-36a bio 
značajno veći i iznosio čak 6,58 (slika 23). Kod ostalih transformisanih AtCKX linija 
ovaj broj je varirao od 2,00 do 2,86, bez statistički značajne razlike u odnosu na 
kontrolu. U kontinuiranom mraku nije zabeleženo značajno variranje u broju 
bočnih izdanaka, koji se kod kontrole i svih transformisanih linija kretao između 
0,62 i 0,97 (slika 23). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Slika 23. Broj bočnih izdanaka po glavnom izdanku 30 dana starih kontrolnih i 
AtCKX transformisanih biljaka krompira gajenih in vitro u uslovima dugog dana 
(DD) ili  kontinuiranog mraka (KM). Prikazani podaci predstavljaju srednju 
vrednost ± SG (n = 90). Srednje vrednosti označene istim velikim slovom (DD), 
odnosno istim malim slovom (KM) međusobno se ne razlikuju statistički značajno 
prema testu najmanjih značajnih razlika (LSD) na nivou značajnosti p ≤ 0,05. 
Poređenje je rađeno zasebno za podatke u uslovima dugog dana i kontinuiranog 
mraka. 
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 Kod kontrolnih biljaka gajenih 30 dana na dugom danu prosečan broj 
korenova je iznosio 3,10 (slika 24). Biljke linije AtCKX1-6a razvijale su značajno veći 
broj korenova (3,55), dok su kod ostalih linija razvijale broj korenova približan 
kontroli, od 2,71 do 2,96. U kontinuiranom mraku kontrolne biljke su imale 
prosečan broj korenova 1,29, a značajno veći broj korenova (2,04) se javljao kod 
linije AtCKX2-48. Kod ostalih transformisanih linija broj korenova je varirao od 
1,02 do 1,50, bez statistički značajne razlike u odnosu na kontrolu (slika 24). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Slika 24. Broj korenova kod 30 dana starih kontrolnih i AtCKX transformisanih 
biljaka krompira gajenih in vitro u uslovima dugog dana (DD) ili  kontinuiranog 
mraka (KM). Prikazani podaci predstavljaju srednju vrednost ± SG (n = 90). 
Srednje vrednosti označene istim velikim slovom (DD), odnosno istim malim 
slovom (KM) međusobno se ne razlikuju statistički značajno prema testu najmanjih 
značajnih razlika (LSD) na nivou značajnosti p ≤ 0,05. Poređenje je rađeno zasebno 
za podatke u uslovima dugog dana i kontinuiranog mraka. 
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4.6. Tuberizacija kod AtCKX linija krompira gajenih in vitro 
 
 Kod AtCKX linija krompira gajenih in vitro uočene su promene u formiranju 
krtola u odnosu na kontrolne biljke. Ove promene su zabeležene tokom supkulture 
koja je trajala 120 dana, praćenjem parametara tuberizacije: procenta izdanaka koji 
su razvili krtole (slika 25), broja krtola po eksplantatu-izdanku (slika 26) i prečnika 
formiranih krtola (slika 27). Posle 120 dana izmerene su i mase svih krtola koje su 
se do tada formirale (slika 28). 
 
4.6.1. Procenat izdanaka sa krtolama 
 
Prve razlike u formiranju krtola u neindukujućim uslovima (dugi dan) 
između AtCKX linija krompira i kontrole, bile su uočljive već nakon 30 dana u 
kulturi. Kontrolne biljke nisu razvijale krtole u toku prvih 30 dana, što je takođe 
bio slučaj i sa linijama AtCKX1-36a i AtCKX2-39 (slika 25a). Nasuprot tome, krtole 
su se pojavile na izdancima biljaka kod linija AtCKX1-6a (18,7% izdanaka je razvilo 
krtole), AtCKX2-48 (33,3% izdanaka) i AtCKX2-51 (6,2% izdanaka). Većina ovih 
krtola pojavila se na vrhovima stolona (tabela 19). 
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Slika 25. Procenat izdanaka sa krtolama kod kontrolnih i AtCKX biljaka krompira 
posle 30, 60, 90 i 120 dana in vitro, u uslovima dugog dana (DD) ili kontinuiranog 
mraka (KM). Podaci su angularno transformisani u cilju statističke obrade i 
reverzno transformisani inverznom funkcijom radi grafičkog prikaza, koji 
predstavlja srednju vrednost ± SG (n = 90). Statistički značajne razlike u odnosu na 
kontrolnu vrednost, prema testu najmanjih značajnih razlika (LSD) na nivou 
značajnosti p ≤ 0,05, označene su zvezdicom (*). 
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Tabela 19. Položaj krtola (n ≥ 30) na izdancima kontrolnih i transformisanih AtCKX biljaka 
gajenih 30 dana in vitro, u uslovima dugog dana (DD) ili kontinuiranog mraka (KM). 
Foto-
period 
Linija 
Položaj krtole 
sesilna 
krtola 
(%) 
baza 
biljke 
(%) 
sredina 
biljke 
(%) 
vrh 
biljke 
(%) 
sedeća 
bočno 
(%) 
vrh b. 
izdanka 
(%) 
vrh 
stolona 
(%) 
Dugi 
dan 
Kontrola 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 
AtCKX1-
6a 
0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 
5,3 
± 2,3 
94,7 
± 2,3 
AtCKX1-
36a 
0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 
AtCKX2-
39 
0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 
AtCKX2-
48 
9,5 
± 2,9 
0,0 0,0 0,0 
4,8 
± 2,1 
33,3 
± 4,6 
52,4 
± 4,9 
AtCKX2-
51 
0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 
100,0 
± 0,0 
Konti-
nuirani 
mrak 
Kontrola 
15,4 
± 3,5 
11,5 
± 3,1 
0,0 
19,3 
± 3,9 
42,3 
± 4,8 
11,5 
± 3,1 
0,0 
AtCKX1-
6a 
13,4 
± 3,8 
4,9 
± 2,4 
3,7 
± 2,1 
37,8 
± 5,4 
28,0 
± 5,0 
12,2 
± 3,6 
0,0 
AtCKX1-
36a 
16,2 
± 3,5 
8,1 
± 2,6 
0,0 
32,5 
± 4,4 
29,7 
± 4,3 
10,8 
± 2,9 
2,7 
± 1,5 
AtCKX2-
39 
33,4 
± 4,8 
0,0 0,0 
20,8 
± 4,1 
16,7 
± 3,8 
20,8 
± 4,1 
8,3 
± 2,8 
AtCKX2-
48 
54,1 
± 5,1 
0,0 0,0 
29,2 
± 4,6 
4,2 
± 2,0 
12,5 
± 3,4 
0,0 
AtCKX2-
51 
30,0 
± 4,8 
0,0 
3,3 
± 1,9 
26,7 
± 4,7 
10,0 
± 3,2 
23,3 
± 4,5 
6,7 
± 2,6 
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U periodu između 30-og i 60-og dana gajenja na dugom danu, krtole su se 
pojavile i kod ostalih linija krompira, uključujući i kontrolu. Međutim, dinamika 
formiranja krtola tokom četiri "meseca" (perioda od po 30 dana) razlikovala se od 
linije do linije. Kod linije AtCKX2-39 dinamika formiranja krtola nije se razlikovala 
od kontrole tokom svih 120 dana eksperimenta. Kod linije AtCKX1-36a dinamika 
formiranja krtola se u prvih 60 dana nije razlikovala od kontrole, da bi između 60-
og i 90-og dana došlo do kašnjenja u formiranju krtola u odnosu na kontrolu, pa je 
kod 90 i 120 dana starih kultura procenat izdanaka sa krtolama bio niži nego kod 
kontrole. Kod linije AtCKX1-6a krtole su, za razliku od kontrole, formirane u toku 
prvih 30 dana ali je već do 60-og dana procenat izdanaka sa krtolama kod kontrole 
i ove linije izjednačen. Kod linije AtCKX2-48 procenat izdanaka sa krtolama je u 
svakom od četiri trenutka merenja bio viši nego kod kontrole, dok je kod linije 
AtCKX2-51 bio viši kod 30, 90 i 120 dana starih kultura. Kod ove linije došlo je do 
naročito naglog porasta procenta izdanaka sa krtolama između 60-og i 90-og dana 
u kulturi, kada je formiranje krtola indukovano kod gotovo svih (93,8%) biljaka. 
Kod preostalih biljaka ove linije do formiranja krtola nije došlo ni u toku narednih 
30 dana, pa je posle 120 dana zabeležen jednak rezultat kao i posle 90 dana (slika 
25a). 
 
Na kraju eksperimentalnog perioda od 120 dana na dugom danu, krtole su 
formirane na 63,3% kontrolnih biljaka. Značajno manji procenat izdanaka sa 
krtolama zabeležen je kod linije AtCKX1-36a (19,2%), dok je značajno veći procenat 
zabeležen kod linija AtCKX2-48 (96,3%) i AtCKX2-51 (93,8%), gde su na gotovo 
svim izdancima formirane krtole (slika 25a). 
 
U indukujućim uslovima, odnosno kontinuiranom mraku, krtole su u toku 
prvih 30 dana formirane na 42,0% kontrolnih izdanaka, dok je statistički značajno 
veći procenat izdanaka sa krtolama zabeležen kod linija AtCKX1-6a (74,7%), 
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AtCKX1-36a (72,3%) i AtCKX2-51 (88,2%), kao što je prikazano na slici 25b. Kod 
kontrolnih kao i kod transformisanih biljaka, krtole su se u mraku formirale u 
različitim položajima duž izdanka (tabela 19). 
 
Kod linija AtCKX1-6a, AtCKX1-36a i AtCKX2-51 procenat izdanaka sa 
krtolama ostao je značajno viši od kontrolne vrednosti do isteka eksperimentalnog 
perioda od 120 dana. Kod preostale dve transformisane linije procenat izdanaka sa 
krtolama se nije razlikovao od kontrolne vrednosti tokom prvih 60 dana, ali je u 
kasnijim fazama formiranje krtola ubrzano u odnosu na kontrolu, i to između 60-
og i 90-og dana kod linije AtCKX2-48, odnosno između 90-og i 120-og dana kod 
linije AtCKX2-39 (slika 25b). 
 
Na kraju eksperimentalnog perioda od 120 dana u kontinuiranom mraku, 
krtole su bile formirane na 56,0% kontrolnih izdanaka, a značajno veći procenat 
izdanaka sa krtolama zabeležen je kod svih pet AtCKX linija i varirao je od 75,9% 
kod linije AtCKX2-39 do 97,1% kod linije AtCKX2-51 (slika 25b). 
 
4.6.2. Broj krtola po izdanku 
 
 Na slici 26 predstavljena je dinamika povećavanja srednjeg broja krtola po 
izdanku sa krtolama. Posle 30 dana gajenja in vitro u neindukujućim uslovima 
(dugi dan), izdanci linije AtCKX2-51 su razvijali isključivo po jednu krtolu, te je 
prosečan broj krtola po izdanku bio 1,0 (slika 26a). Izdanci linija AtCKX1-6a i 
AtCKX2-48 su razvijali po jednu ili dve krtole, te je prosečan broj krtola po izdanku 
iznosio 1,1 (kod AtCKX1-6a), odnosno 1,2 (kod AtCKX2-48). Ostale AtCKX linije, 
kao i kontrola, u toku prvog meseca nisu razvile krtole. 
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Slika 26. Broj krtola po izdanku sa krtolama kod kontrolnih i AtCKX biljaka 
krompira posle 30, 60, 90 i 120 dana in vitro, u uslovima dugog dana (DD) ili 
kontinuiranog mraka (KM). Prikazani podaci predstavljaju srednju vrednost ± SG 
(n = 90). Statistički značajne razlike u odnosu na kontrolnu vrednost, prema testu 
najmanjih značajnih razlika (LSD) na nivou značajnosti p ≤ 0,05, označene su 
zvezdicom (*). 
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U periodu između 30-og i 60-og dana gajenja na dugom danu, krtole su se 
pojavile i kod ostalih linija krompira, uključujući i kontrolu. Kod 60 dana starih 
kultura izdanaka, broj krtola po izdanku se nije značajno razlikovao od kontrolne 
vrednosti ni kod jedne od AtCKX linija krompira. Kod linije AtCKX1-36a i posle 90 
dana gajenja na dugom danu prosečan broj krtola po izdanku sa krtolama je ostao 
1,0, što je bilo značajno manje od kontrolne vrednosti. Između 90-og i 120-og dana 
kod ove linije na pojedinim izdancima se razvila i druga krtola, pa je prosečni broj 
krtola po izdanku porastao na 1,1, što je još uvek bilo značajno ispod kontrolne 
vrednosti. Na kraju eksperimentalnog perioda od 120 dana na dugom danu, broj 
krtola po izdanku bio je značajno niži od kontrolne vrednosti kod tri 
transformisane linije – AtCKX1-6a, AtCKX1-36a i AtCKX2-39, dok se kod preostale 
dve linije nije značajno razlikovao od kontrole (slika 26a). 
 
U toku prvih 30 dana u kontinuiranom mraku kontrolni izdanci su razvijali 
u proseku 1,2 krtole po izdanku, dok su izdanci linija AtCKX2-39 i AtCKX2-51 
razvijali značajno manji broj krtola, uvek samo jednu krtolu po izdanku (slika 26b). 
Kod 60, 90 i 120 dana starih kultura gajenih u kontinuiranom mraku broj krtola po 
izdanku je bio značajno manji kod sve tri linije transformisane genom AtCKX2, dok 
se kod linija transformisanih genom AtCKX1 prosečni broj krtola po izdanku nije 
razlikovao od kontrolne vrednosti ni u jednom od četiri trenutka merenja (slika 
26b). 
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4.6.3. Prečnik krtola 
 
 Prečnik krtola formiranih na 30 dana starim izdancima krompira gajenim in 
vitro u uslovima dugog dana iznosio je 1,9 mm kod linije AtCKX1-6a, 2,4 mm kod 
linije AtCKX2-48 i 1,3 mm kod linije AtCKX2-51 (slika 27a). Na kraju 
eksperimentalnog perioda od 120 dana na dugom danu, prečnik krtola kod 
kontrolnih biljaka iznosio je 6,4 mm, a krtole značajno manjeg prečnika javljale su 
se kod linije AtCKX1-36a (4,3 mm), dok je prečnik preostalih transformisanih linija 
varirao od 5,6 do 6,8 mm, bez značajne razlike u odnosu na kontrolu (slika 27a). 
 
U kontinuiranom mraku, prosečni prečnik krtola formiranih na kontrolnim 
biljkama posle 30 dana iznosio je 2,4 mm (slika 27b). Kod linija AtCKX1-36a, 
AtCKX2-39 i AtCKX2-51 javljale su se krtole značajno većeg prečnika (3,2, 3,5, 
odnosno 3,7 mm) u odnosu na kontrolu, dok se prečnik krtola kod preostale dve 
linije nije značajno razlikovao od kontrolne vrednosti. Na kraju eksperimentalnog 
perioda od 120 dana u kontinuiranom mraku, prečnik krtola kod kontrolnih biljaka 
iznosio je 4,3 mm, a krtole značajno manjeg prečnika javljale su se kod linije 
AtCKX2-48 (3,3 mm), dok je prečnik preostalih transformisanih linija varirao od 3,5 
do 5,0 mm, bez značajne razlike u odnosu na kontrolu (slika 27b). 
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Slika 27. Prečnik krtola kod kontrolnih i AtCKX biljaka krompira posle 30 i 120 
dana in vitro, u uslovima dugog dana (DD) ili kontinuiranog mraka (KM). 
Prikazani podaci predstavljaju srednju vrednost ± SG (n ≥ 30) izraženu u 
milimetrima. Statistički značajne razlike u odnosu na kontrolnu vrednost, prema 
testu najmanjih značajnih razlika (LSD) na nivou značajnosti p ≤ 0,05, označene su 
zvezdicom (*), radi vizuelne analogije sa slikama 25 i 26. 
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4.6.4. Masa krtola 
 
 Masa krtola formiranih na izdancima kontrole i pet AtCKX linija izmerena je 
posle 120 dana u kulturi in vitro, u uslovima dugog dana i kontinuiranog mraka 
(slika 28). 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Slika 28. Masa krtola kod kontrole i transformisanih AtCKX linija krompira nakon 
120 dana gajenja in vitro u uslovima dugog dana (DD) ili kontinuiranog mraka 
(KM). Prikazani podaci predstavljaju srednju vrednost ± SG (n ≥ 30) izraženu u 
miligramima. Srednje vrednosti označene istim velikim slovom (DD), odnosno 
istim malim slovom (KM) međusobno se ne razlikuju statistički značajno prema 
testu najmanjih značajnih razlika (LSD) na nivou značajnosti p ≤ 0,05. Poređenje je 
rađeno zasebno za podatke u uslovima dugog dana i kontinuiranog mraka. 
 
 
 
 124 
Krtole koje su se formirale na kontrolnim izdancima na dugom danu, posle 
120 dana u kulturi imale su prosečnu masu 166,8 mg (slika 28). Značajno, gotovo 
četvorostruko manju prosečnu masu imale su krtole formirane kod linije AtCKX1-
36a (42,4 mg). Prosečna masa krtola kod ostalih AtCKX linija varirala je između 
120,9 i 179,4 mg, bez statistički značajne razlike u odnosu na kontrolu (slika 28). 
 
 U kontinuiranom mraku, prosečna masa krtola formiranih na kontrolnim 
izdancima posle 120 dana iznosila je 50,1 mg. Značajno manju masu imale su krtole 
formirane kod linije AtCKX2-48 (30,3 mg). Prosečna masa krtola formiranih na 
izdancima ostalih AtCKX linija varirala je između 33,5 i 63,0 mg, bez statistički 
značajne razlike u odnosu na kontrolu (slika 28). 
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5.   DISKUSIJA 
 
 
Značaj krompira kao prehrambene kulture potiče od tuberizacije odnosno 
sposobnosti formiranja krtola, osobine koja nije univerzalna u biljnom svetu. Pored 
toga što ima veliki ekonomski značaj, krompir predstavlja i važan model sistem za 
proučavanje procesa tuberizacije. Ključnu ulogu u regulaciji ovog procesa igraju 
biljni hormoni. Najznačajnija grupa hormona u regulaciji tuberizacije su giberelini, 
ali izvesno je da i drugi biljni regulatori rastenja, poput citokinina, auksina i 
jasmonske kiseline takođe učestvuju u regulaciji tuberizacije, iako je značaj i 
mehanizam njihovog uticaja na tuberizaciju još uvek nejasan. 
 
Konstrukcija transgenih biljaka koje eksprimiraju gen za citokinin 
oksidazu/dehidrogenazu (CKX) danas predstavlja široko rasprostranjen pristup u 
istraživanjima biološke funkcije citokinina. Zbog nepostojanja mutanata za 
biosintezu citokinina, ovakve biljke predstavljaju dragocen model sistem u 
studijama citokininske deficijencije. Takva istraživanja su, na objektima kao što su 
transgeni duvan i Arabidopsis, doprinela potpunijem razumevanju uloge citokinina 
u nizu procesa vezanih za rastenje i razviće biljaka, kao što su meristemska 
aktivnost izdanka i korena, razviće i senescencija lista, cvetanje, apikalna 
dominacija i razviće vaskularnih elemenata.  
 
U ovom radu, konstrukti koji su ranije korišćeni za dobijanje transgenih 
AtCKX biljaka duvana (Werner i sar. 2001) i Arabidopsis thaliana (Werner i sar. 
2003), upotrebljeni su da bi se dobile transformisane AtCKX linije krompira. Efekti 
ekspresije transgena AtCKX na citokininsku homeostazu biljaka praćeni su in vitro, 
a dobijene linije su poslužile kao model sistem za utvrđivanje da li, i kako, 
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izmenjena citokininska homeostaza utiče na proces tuberizacije. Istraživanja čiji su 
rezultati ovde prikazani predstavljaju doprinos razumevanju uloge citokinina u 
procesima vezanim za tuberizaciju in vitro. 
 
 
5.1. Transformacija krompira genima AtCKX1 i AtCKX2 
 
 Transformacija biljaka pomoću Agrobacterium tumefaciens postala je rutinski 
pristup konstrukciji genetičkih linija sa poželjnim komercijalnim svojstvima, ali i 
neizostavni deo fundamentalnih istraživanja u mnogim oblastima biljne biologije. 
Transformacija krompira genima od interesa u izuzetno je širokoj primeni 
zahvaljujući ekonomskom značaju ove biljne vrste i korišćena je za dobijanje 
genetičkih linija sa komercijalno korisnim osobinama kao što su povećana 
otpornost na viruse (Solomon-Blackburn i Barker, 2001), insekte (Grafius i 
Douches, 2008), gljivične patogene (Gururani i Park, 2012) ili poboljšanje hranljive 
vrednosti krtola (Pribylova i sar. 2006). Genetičko inženjerstvo krompira korišćeno 
je i u brojnim fundamentalnim istraživanjima (Börnke i sar. 2007; Chakravarty i 
sar. 2007). Kada su u pitanju istraživanja citokininskog metabolizma i njegove 
povezanosti sa tuberizacijom, do sada su za transformaciju krompira korišćeni: gen 
za izopentenil-transferazu (ipt) poreklom iz Agrobacterium tumefaciens (Gális i sar. 
1995; Macháčková i sar. 1997; Ninković i sar. 1999; Tao i sar. 2010), gen rolC 
poreklom iz A. rhizogenes (Romanov i sar. 2000) i gen dxs (1-deoksi-D-ksilulozo-5-
fosfat sintaza) poreklom iz Escherichia coli (Morris i sar. 2006). Nedavno je 
objavljeno i istraživanje u kojem je krompir (sorta "Solara") transformisan genom 
za citokinin oksidazu/dehidrogenazu poreklom iz Arabidopsis thaliana (AtCKX1), 
radi ispitivanja interakcije između citokinina i giberelina u klijanju krtola 
(Hartmann i sar. 2011). 
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Tokom poslednjih 30 godina, u širokom spektru istraživanja razvijeno je 
preko 20 protokola za transformaciju krompira pomoću A. tumefaciens 
(Vinterhalter i sar. 2008). Protokol korišćen u ovom istraživanju razvijen je 
prethodno u našoj laboratoriji kao kombinacija ranije objavljenih metoda i pokazao 
se kao optimalan sa stanovišta efikasnosti indukcije kalusa i regeneracije izdanaka 
(Cingel i sar. 2010). 
 
Kada su isečci listova postavljeni na podlogu za indukciju kalusa, do 
razvijanja kalusa je došlo na svim kontrolnim eksplantatima gajenim na podlozi 
Hyg- CIM, kao i na 60-65% inokulisanih eksplantata gajenih na podlozi Hyg+ CIM, 
dok su preostali inokulisani eksplantati posle izvesnog vremena podlegli nekrozi, 
kao i svi kontrolni eksplantati postavljeni na podlogu Hyg+ CIM (slika 4 i tabela 
16). Podloga sa higromicinom B delovala je kao selektivni agens za eliminaciju 
netransformisanih eksplantata, ali je verovatno da su u ovom koraku i neki od 
transformisanih eksplantata podlegli nekrozi nezavisno od higromicinske selekcije. 
Poznato je da nakon inokulacije sa A. tumefaciens u biljnom tkivu dolazi do 
aktiviranja hipersenzitivne nekrotičke reakcije, koja predstavlja kratkoročni, brz i 
intenzivan odbrambeni mehanizam biljke protiv infekcije i transfera T-DNK (Kuta 
i Tripathi, 2005; Dan, 2008). Osim toga, prilikom inkorporacije transgena u 
genomsku DNK može doći do delecije  ekspresione kasete sa genom za rezistenciju 
na selektivni marker (Goldstein i sar. 2005). Efikasnost indukcije kalusa na 
inokulisanim isečcima listova u našem eksperimentu (60-65%) bila je znatno niža u 
odnosu na efikasnost indukcije kalusa (86-90%) koju su, takođe za sortu "Désirée", 
dobili Cingel i saradnici (2010). 
 
Inokulisani eksplantati koji su razvili kaluse na podlozi Hyg+ CIM, posle 30 
dana su preneti na podlogu za regeneraciju izdanaka, Hyg+ SIM. Blizu trećine njih 
na ovoj podlozi nije regenerisalo izdanke i podlegli su nekrozi (slika 5 i tabela 16). 
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Propadanje inokulisanih eksplantata na podlozi Hyg+ SIM može se pripisati pre 
svega daljem delovanju selektivnog antibiotika na ćelije u kojima nije došlo do 
stabilne integracije transgena (a samim tim i selektivnog markera). Moguće je da je 
nekroza eksplantata na Hyg+ SIM donekle i posledica oksidativnih oštećenja do 
kojih je došlo usled hipersenzitivne nekrotičke reakcije prilikom inokulacije sa A. 
tumefaciens. 
 
Efikasnost regeneracije izdanaka u ovom istraživanju (38-43%) bila je 
dvostruko niža u odnosu na efikasnost regeneracije (76-86%) koju su dobili Cingel i 
saradnici (2010), ali je broj regenerisanih izdanaka po eksplantatu (7,3-7,5) bio u 
okvirima vrednosti dobijenih u njihovom istraživanju (6,3-9,0). Niža efikasnost 
regeneracije izdanaka (kao i indukcije kalusa) u ovom istraživanju u odnosu na 
rezultate Cingela i saradnika, može se pripisati korišćenju različitih tipova 
konstrukta za transformaciju u ova dva eksperimenta. Dok su Cingel i saradnici 
(2010) za transformaciju koristili konstrukt sa markerom za kanamicinsku 
selekciju, u ovom istraživanju je korišćen konstrukt sa markerom za higromicinsku 
selekciju, za koji je ranije utvrđeno da daje nižu efikasnost regeneracije 
transformisanih izdanaka krompira, u odnosu na kanamicinsku selekciju (Barrell i 
sar. 2002). 
 
 Kada su regenerisani izdanci preneti sa podloge Hyg+ SIM na podlogu za 
ožiljavanje sa higromicinom B, svega 14-16% genetičkih linija potencijalno 
transformisanih AtCKX genima zadržalo je sposobnost ožiljavanja tokom narednih 
6 meseci (tabela 16), iako se primenjena koncentracija higromicina (50 mg L-1) 
pokazala kao optimalna za selekciju u ranijim istraživanjima (El-Kharbotly i sar. 
1996; van Enckevort i sar. 2000). Ostale potencijalno transformisane linije davale su 
biljke koje nikada nisu razvijale korenov sistem, ili su ga razvijale samo u prvim 
supkulturama, da bi tokom dalje supkultivacije izgubile sposobnost ožiljavanja 
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(slika 6). Efikasnost ožiljavanja u ovom eksperimentu mnogo je niža u odnosu na 
rezultate Cingela i saradnika (2010), što je takođe u skladu sa opservacijama da je 
razlika u efikasnosti između kanamicinske i higromicinske selekcije još uvek 
prisutna u stadijumu ožiljavanja regeneranata (Barrell i sar. 2002). 
 
 
5.2. Potvrda transformacije i ekspresije transgena 
 
 PCR analizom je potvrđena transformacija genom AtCKX1 kod 4 od 12 
testiranih linija, i transformacija genom AtCKX2 kod 8 od 11 testiranih linija (slika 
7). Lažno pozitivni rezultati kod selekcije zasnovane na primeni antibiotika, 
odnosno uspešna regeneracija netransformisanih inokulisanih izdanaka na 
selektivnoj hranljivoj podlozi, nažalost je redovna pojava u primeni selektivnih 
markera kod genetičkih transformacija (Conner i sar. 1991; Davidson i sar. 2004), 
pa je PCR analiza neophodna za proveru transformacije, što je potvrđeno i u ovom 
istraživanju. S druge strane, pouzdanost PCR analize je, kao što je i očekivano, bila 
stoprocentna, jer je stabilna transformacija kasnije potvrđena kod svih 
transformisanih AtCKX1 i AtCKX2 linija, Southern analizom (slika 8). 
 
 Međutim, stabilna integracija transgena u genom biljke ne mora biti garant 
njegove uspešne ekspresije. Zbog opasnosti od utišavanja gena preporučuje se 
eliminacija transformisanih linija koje su ugradile više od jedne kopije transgena u 
genom (Birch, 1997). Ovo je razlog što su transformisane linije AtCKX2-40 i 
AtCKX2-63, koje su ugradile tri, odnosno dve kopije transgena AtCKX2 (slika 8b), 
eliminisane iz daljih istraživanja. Pored toga, ekspresija transgena AtCKX1, 
odnosno AtCKX2 bila je veoma slaba ili je izostala i kod transformisanih linija 
AtCKX1-3a, AtCKX1-8a, AtCKX2-28 i AtCKX2-35, pa su i ove linije eliminisane iz 
nastavka istraživanja. Kod ovih transformisanih linija, transgen je mogao biti 
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ugrađen u transkripciono neaktivni deo genoma, što je uobičajena pojava prilikom 
transformacije biljaka (Iglesias i sar. 1997; Francis i Spiker, 2005) uključujući i 
krompir (Jacobs i sar. 1995). Druga mogućnost je da je ekspresija transgena AtCKX 
kod ovih linija mogla podleći transkripcionom ili posttranskripcionom utišavanju 
koje se dovodi u vezu sa upotrebom promotora CaMV 35S u genetičkom 
inženjerstvu biljaka (Elmayan i Vaucheret, 1996). 
 
Razlike u intenzitetu ekspresije između preostalih transformisanih AtCKX 
linija krompira, koje su u slučaju AtCKX1 bile desetostruke, a u slučaju AtCKX2 
čak i 250-ostruke (slika 9), mogu se takođe pripisati pozicionom efektu, odnosno 
ugradnji u delove genoma koji se odlikuju različitim nivoima transkripcione 
aktivnosti. Pored toga, na osnovu razlika u količini transkripta AtCKX u tkivima 
izdanka i korena kod svake od transformisanih linija (slika 9) možemo 
pretpostaviti da je promotor CaMV 35S pokazivao generalno veću transkripcionu 
aktivnost u tkivu izdanka, nego korena. Tkivno-specifične razlike u aktivnosti 
promotora CaMV 35S sugerisane su i kod drugih biljnih vrsta, kao što su vinova 
loza (Li i sar. 2001) i pamuk (Sunilkumar i sar. 2002). 
 
 
5.3. Aktivnost CKX kod AtCKX linija krompira gajenih in vitro 
 
Aktivnost CKX je bila značajno povišena u korenu ili izdanku kod svih 
AtCKX linija krompira, a kod linije AtCKX2-51 u oba analizirana tkiva (slika 13). Sa 
izuzetkom jedne linije, izdanci transformisanih AtCKX biljaka krompira pokazali 
su povećanje aktivnosti CKX od 1,7 do 14,3 puta više od kontrolne vrednosti, što je 
uporedivo sa povećanjem prethodno zabeleženim kod transformisanih AtCKX 
biljaka duvana (2,6 do 10,4 puta više od kontrolne vrednosti; Werner i sar. 2001) i 
Arabidopsis thaliana (3 do 10 puta više od kontrolne vrednosti; Werner i sar. 2003). 
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U korenovima, aktivnost CKX je bila povišena u odnosu na kontrolu kod samo dve 
transformisane linije (slika 13). 
 
Iako je gen AtCKX bio izraženije eksprimiran u izdancima nego u 
korenovima transformisanih linija (slika 9), aktivnost CKX je u tri od pet 
transformisanih linija, kao i kod kontrole, bila viša u korenovima nego u izdancima 
(slika 13). Aktivnost CKX u korenovima mogla bi (makar kod nekih 
transformisanih linija, kao i kod kontrole) biti pojačana povećanom dostupnošću 
supstrata (Motyka i sar. 2003), s obzirom na viši endogeni nivo citokinina u 
korenu, u odnosu na izdanak (slike 14-16). 
 
Proteinski ekstrakti izdanaka i korenova kontrolnih i AtCKX biljaka 
krompira pokazivali su veću aktivnost CKX sa [2-3H]iP kao supstratom, nego sa [2-
3H]cZ ili [2-3H]tZ, pri vrednosti pH 8,5 (tabela 18). Galuszka i saradnici (2007) 
dobili su nešto drugačije rezultate ispitujući citokinin oksidaznu/dehidrogenaznu 
aktivnost proteinskih ekstrakata transgenih AtCKX biljaka duvana. U njihovim 
istraživanjima, iP i tZ su se pokazali kao približno jednako pogodni supstrati za 
citokinin oksidazu/dehidrogenazu u proteinskim ekstraktima transgenih AtCKX2 
biljaka duvana pri vrednosti pH 8,5, dok su proteinski ekstrakti transgenih 
AtCKX1 biljaka duvana čak efikasnije razlagali tZ nego iP pri istoj vrednosti pH. 
Pored toga, Galuszka i saradnici (2007) nisu uspeli da detektuju razlaganje cZ kao 
supstrata za bilo koju od izoformi AtCKX, dok je u ovde prikazanim rezultatima 
pokazana efikasnija razgradnja [2-3H]cZ u odnosu na [2-3H]tZ (tabela 18). Dobijena 
razlika u rezultatima mogla bi se pripisati razlikama u osetljivosti metoda 
korišćenih za detekciju aktivnosti CKX u ova dva istraživanja. 
Spektrofotometrijska metoda, koju su koristili Galuszka i saradnici, zahteva 
korišćenje viših koncentracija citokininskog supstrata (250 μM) nego 
radioizotopska metoda korišćena u ovom radu, koja može da registruje aktivnost 
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CKX pri znatno nižim koncentracijama citokinina (2 μM), približnijim njihovoj 
fiziološkoj koncentraciji u tkivu. Nedavno je analiza supstratne specifičnosti 
rekombinantnih enzima CKX iz Arabidopsis thaliana, pokazala razlike u efikasnosti 
pojedinih izoformi AtCKX da razgrade cZ i tZ. Tako je AtCKX2 pokazivala veći 
afinitet ka tZ nego ka cZ kao supstratu, dok je sa AtCKX1 bio obrnut slučaj 
(Gajdošová i sar. 2011). Taj odnos je potvrđen i u ovom radu, gde su se proteinski 
ekstrakti izdanaka AtCKX2-48 i AtCKX2-51, i ekstrakti korenova AtCKX2-51 
odlikovali većom preferencijom prema tZ nego cZ kao supstratu, za razliku od 
tkivnih ekstrakata kontrolnih biljaka, kao i biljaka linije AtCKX1-36a, kod kojih je 
bio obrnut slučaj (tabela 18). 
 
 
5.4. Sadržaj citokinina i IAA kod kontrolnih i transformisanih AtCKX biljaka 
krompira 
  
5.4.1. Citokininski profil netransformisanih biljaka krompira gajenih in vitro 
 
U ovom istraživanju po prvi put je urađen potpuni citokininski profil 
izdanaka i korenova krompira gajenih in vitro. Do sada, jedine podatke o količini 
pojedinih endogenih citokinina kod krompira objavili su Dermastia i saradnici 
(1996) i Yakovleva i saradnici (1997), ali su istraživači u ovim studijama pratili 
svega nekoliko molekulskih vrsta citokinina, i to u celim biljčicama iz kulture in 
vitro – bez podele na izdanke i korenove. 
 
 Kod citokininskog profila kontrolnih biljaka krompira primetan je viši 
sadržaj citokinina u korenovima u odnosu na izdanke krompira (slike 14a i 15a), 
što je u skladu sa ranije primećenim "pravilom" da su citokinini kod biljaka 
generalno zastupljeniji u korenu nego u izdanku (Letham, 1994). Kod kontrolnih 
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biljaka krompira, naglašena dominacija neaktivnih formi citokinina (N-glukozida), 
zajedno sa niskom zastupljenošću bioaktivnih formi citokinina i u izdanku i u 
korenu (slike 14a i 15a) upućuje na zaključak da krompir koristi veoma mali deo 
svojih ukupnih citokinina. Osim toga, nivo formi citokinina za skladištenje je oko 
50 puta viši u korenu (slika 15c) nego u izdanku (slika 14c), što ukazuje na značaj 
korena kao organa za deponovanje citokinina kod krompira. 
 
Sastav citokinina u tkivima kontrolnih biljaka sugeriše nam obrasce 
transporta citokinina, kao i tkivne specifičnosti u metabolizmu ovih hormona (slike 
14 i 15). Dominantna akumulacija citokinina izopentenil-adeninskog (iP) tipa u 
izdancima (slika 14) i trans-zeatinskog (tZ) tipa u korenovima (slika 15) može biti 
pokazatelj transporta citokinina kakav je pokazan kod kukuruza (Takei i sar. 2001) 
i Arabidopsis thaliana (Corbesier i sar. 2003). Kod A. thaliana je pokazano i da je 
metaboličko prevođenje citokinina iP-tipa u citokinine tZ-tipa intenzivnije u 
korenovima, nego u listovima i izdancima (Takei i sar. 2004b). 
 
5.4.2. Promene u citokininskoj homeostazi kod AtCKX linija krompira 
 
Citokininski profil transformisanih AtCKX biljaka krompira razlikuje se od 
citokininskog profila kontrole (slika 16). Ipak, nivo ukupnih citokinina nije 
značajno snižen kod većine AtCKX linija. Umesto toga, endogeni nivo bioaktivnih 
citokinina (slobodnih baza i ribozida), kao i njihov udeo u ukupnim citokininima, 
značajno su sniženi kod većine AtCKX linija (slike 17 i 18). 
 
Uprkos značajnim varijacijama u količini transkripta i aktivnosti CKX, 
značajne i proporcionalne varijacije sniženja nivoa bioaktivnih citokinina kod 
transformisanih AtCKX linija krompira nisu uočene. Većina AtCKX linija je 
pokazivala relativno ujednačen stepen sniženja nivoa bioaktivnih citokinina, 
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ukazujući na moguće prisustvo homeostatskih mehanizama koji ne dozvoljavaju 
da nivo bioaktivnih citokinina padne ispod određene minimalne vrednosti. 
Sniženje nivoa bioaktivnih citokinina dobijeno kod većine linija u ovom 
istraživanju (na svega 22-27% kontrolne vrednosti u izdancima i 41-60% kontrolne 
vrednosti u korenovima kod AtCKX2 linija – slika 17) poklapa se sa sniženjem 
nivoa bioaktivnih citokinina koje je dobijeno kod duvana, gde su nivoi iP, tZ i 
njihovih ribozida kod transformisanih AtCKX biljaka varirali između 23 i 92% od 
kontrolne vrednosti (Werner i sar. 2001). Naglašeno sniženje nivoa bioaktivnih 
citokinina, na primer, u izdancima AtCKX2 linija krompira (slika 17), u skladu je sa 
značajnim povišenjem aktivnosti CKX u tim organima (slika 13). S druge strane, 
kod nekih transformisanih linija je nivo bioaktivnih citokinina značajno snižen i u 
korenu, iako aktivnost CKX u ovom organu nije značajno povećana. Takav je slučaj 
sa linijama AtCKX1-36a, AtCKX2-39 i AtCKX2-48. To ukazuje na mogući značaj 
transporta citokinina između korena i izdanka, kao i na relevantnost citokininske 
homeostaze u izdanku za homeostazu čitave biljke. 
 
Za razliku od bioaktivnih citokinina, nivo formi citokinina za skladištenje i 
neaktivnih formi citokinina značajno je povećan kod većine AtCKX linija krompira, 
doprinoseći, u mnogim slučajevima, povećanju nivoa ukupnih endogenih 
citokinina (slika 16). Ovakvi rezultati ukazuju na moguće postojanje regulatornih 
mehanizama u metabolizmu citokinina, koji funkcionišu po principu negativne 
povratne sprege. Mehanizmi regulacije nivoa citokinina koji počivaju na principu 
negativne povratne sprege opisani su u brojnim istraživanjima i predstavljaju 
uobičajenu strategiju održavanja hormonske homeostaze kod biljaka (Brugière i 
sar. 2003; Motyka i sar. 2003; Miyawaki i sar. 2004). U regulaciju citokininske 
homeostaze mogu biti uključene i druge grupe biljnih hormona, pre svega auksini 
(Eklöf i sar. 1997; Nordström i sar. 2004; Rashotte i sar. 2005; Jones i sar. 2010; Liu i 
sar. 2010). 
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Pretpostavljeni regulatorni mehanizmi u slučaju transformisanih AtCKX 
biljaka krompira trebalo bi da kompenzuju konstantni gubitak bioaktivnih 
citokinina do kojeg dolazi dejstvom citokinin oksidaze/dehidrogenaze. 
Kompenzatorni mehanizmi bi mogli počivati na stimulaciji de novo biosinteze 
citokinina, čime bi se mogle objasniti varijacije nivoa ukupnih citokinina kod 
transformisanih biljaka. Novosintetisani citokinini konkurentno bi podlegali 
modifikacijama – O- i N-glikozilaciji, što bi kod pojedinih transformisanih linija 
dovodilo do nakupljanja formi citokinina za skladištenje i neaktivnih formi 
citokinina (slika 16), koje ne predstavljaju supstrat za CKX (Galuszka i sar. 2007; 
Stirk i sar. 2012). 
 
Međutim, pretpostavljeni kompenzatorni mehanizmi nisu bili dovoljni da 
održe nivo bioaktivnih citokinina kod AtCKX biljaka krompira – naročito u slučaju 
AtCKX2 linija. Stoga je povišenju nivoa ukupnih citokinina doprinelo pre svega 
povišenje nivoa formi citokinina za skladištenje ili neaktivnih formi citokinina, a 
nivo bioaktivnih citokinina pritom nije vraćen na kontrolnu vrednost (slika 16). 
Osim toga, Hartmann i saradnici (2011) su microarray analizom krtola 
transformisanog AtCKX1 krompira, utvrdili povišen nivo transkripta gena koji 
kodira zeatin–O-ksiloziltransferazu, što sugeriše da pojačana produkcija formi 
citokinina za skladištenje može biti jedna od opštih odlika krompira koji 
eksprimira gene AtCKX. U tom smislu, povišeni nivo citokininskih konjugata (O- i 
N-glukozida) najverovatnije predstavlja indirektnu posledicu promena koje su 
nastale u metabolizmu citokinina kod transformisanih AtCKX biljaka krompira. 
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5.4.3. Promena nivoa IAA kod transformisanih AtCKX biljaka krompira 
 
Kao i sadržaj citokinina, i nivo endogene indol-sirćetne kiseline (IAA) je 
izmenjen kod AtCKX biljaka krompira gajenih in vitro. Interesantno je da su 
promene u nivou IAA u izdancima i korenovima transformisanih biljaka varirale 
od značajnog sniženja do značajnog povišenja u odnosu na kontrolu (slika 19). 
Poznato je da između metabolizma auksina i citokinina postoji odnos uzajamne 
regulacije koji funkcioniše po principu negativne povratne sprege (Eklöf i sar. 1997; 
Nordström i sar. 2004; Rashotte i sar. 2005; Jones i sar. 2010; Liu i sar. 2010). 
Auksini mogu negativno regulisati biosintezu citokinina (Eklöf i sar. 1997; 
Nordström i sar. 2004; Shimizu-Sato i sar. 2009), a pokazano je da mogu i aktivirati 
transkripciju gena za citokinin oksidazu/dehidrogenazu (Shimizu-Sato i sar. 2009). 
Međutim, postoje i suprotni podaci, po kojima kod klijanaca Arabidopsis thaliana 
auksini pozitivno regulišu nivo citokinina, bilo pojačavanjem njihove biosinteze 
(Miyawaki i sar. 2004), ili inhibicijom transkripcije AtCKX (Rashotte i sar. 2005). 
 
Slično tome, postoje i različiti podaci o citokininima kao pozitivnim (Jones i 
sar. 2010) ili negativnim (Eklöf i sar. 1997; Nordström i sar. 2004; Liu i sar. 2010) 
regulatorima biosinteze auksina. 
 
Jones i saradnici (2010) pokazali su da egzogena aplikacija cZ ili tZ, kao i 
povećanje endogenog nivoa citokinina inducibilnom ekspresijom transgena ipt, 
vode povećanoj stopi biosinteze IAA i povećanju endogenog nivoa ovog hormona 
u izdancima i korenovima klijanaca Arabidopsis thaliana, ali ne i u tkivima starijih 
biljaka. Pored toga, inducibilna ekspresija gena AtCKX3, kao i konstitutivna 
ekspresija AtCKX1 kod transgenih biljaka A. thaliana vodili su sniženju endogenog 
nivoa IAA pored toga što su snižavali nivo endogenih citokinina, a sličan efekat 
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imale su i mutacije u genima ipt1, ipt3, ipt5 i ipt7 kod biljaka iste vrste (Jones i sar. 
2010). 
 
Suprotne rezultate dobili su Eklöf i saradnici (1997), koji su pokazali da 
povećanje biosinteze citokinina ekspresijom gena ipt iz Agrobacterium tumefaciens u 
transgenim biljkama duvana, vodi sniženju stope biosinteze IAA i endogenog 
nivoa ovog hormona. Nordström i saradnici (2004) su pokazali da biosinteza 
citokinina, uzrokovana inducibilnom ekspresijom bakterijskog gena ipt kod 
Arabidopsis thaliana vodi sporom snižavanju stopu biosinteze IAA. Pretpostavlja se 
da auksini regulišu biosintezu citokinina na brz i direktan način, dok je 
mehanizam regulacije nivoa auksina u kojem učestvuju citokinini, spor i indirektan 
(Nordström i sar. 2004). Brza i direktna stimulacija biosinteze auksina od strane 
citokinina kasnije je pokazana u određenim tkivima klijanaca Arabidopsis thaliana, 
ali smatra se da je ovakva regulacija tkivno-specifična i da nije univerzalno 
rasprostranjena (Jones i sar. 2010). Citokinini mogu regulisati nivo auksina utičući 
na njihovu međućelijsku mobilizaciju, odnosno redistribuciju (Laplaze i sar. 2007; 
Pernisová i sar. 2009). Postojeću sliku dodatno komplikuje heterogenost model 
sistema koji su korišćeni u dosadašnjim istraživanjima. Moguće je da je način na 
koji auksini i citokinini međusobno regulišu biosintezu tkivno, razvojno i/ili 
species-specifičan, što bi moglo da objasni ovako heterogene rezultate (Rashotte i 
sar. 2005). 
 
Auksinsko-citokininska regulatorna petlja veoma je kompleksna i sa njom 
interferiraju i drugi elementi hormonske homeostaze, kao što je etilen (Rashotte i 
sar. 2005; Liu i sar. 2010). U slučaju AtCKX biljaka krompira, izgleda da je sniženje 
nivoa bioaktivnih citokinina vodilo povišenju nivoa endogene IAA kod većine 
transformisanih linija (slika 19), možda povećavanjem stope biosinteze IAA, s 
obzirom na brojne literaturne podatke koji ukazuju na citokinine kao negativne 
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regulatore biosinteze IAA (Eklöf i sar. 1997; Nordström i sar. 2004; Liu i sar. 2010). 
Međutim, očigledno je da je promena nivoa citokinina i na druge načine uticala na 
nivo IAA kod AtCKX linija krompira, s obzirom na to da dobijeni rezultati nisu 
jednoznačni (slika 19). 
 
Kvantitativnim odnosom između endogenih nivoa auksina i citokinina 
određeni su mnogi morfogenetski procesi biljaka, uključujući diferencijaciju tkiva 
(Skoog i Miller, 1965), apikalnu dominaciju (Bangerth, 1994; Faiss i sar. 1997; 
Tanaka i sar. 2006; Shimizu-Sato i sar. 2009), kao i tuberizaciju kod krompira 
(Sergeeva i sar. 2000). Količnik nivoa IAA i bioaktivnih citokinina je u tkivima 
biljaka različitih AtCKX linija krompira bio uglavnom povećan (slika 20), usled 
sniženog nivoa bioaktivnih citokinina i (uglavnom) povećanog nivoa endogene 
IAA. Ipak, ovaj odnos je izuzetno mnogo varirao, što se verovatno odrazilo na 
relativno raznovrsne varijacije u morfološkim osobinama, uključujući i parametre 
tuberizacije kod različitih transformisanih linija. 
 
 
5.5. Morfološke osobine AtCKX biljaka krompira gajenih in vitro 
 
Transformisane AtCKX biljke dobijene u ovom istraživanju bile su u velikoj 
meri morfološki slične kontrolnim biljkama (slika 21). Ipak, karakterisale su se 
skraćenim izdankom u odnosu na kontrolne biljke (slika 22). Skraćeni izdanci 
uočeni su i kod transformisanih AtCKX biljaka duvana (Werner i sar. 2001) i 
Arabidopsis thaliana (Werner i sar. 2003), kao jedan od simptoma "sindroma 
citokininske deficijencije", uz smanjenu apikalnu dominaciju izdanaka i povećanu 
masu korenova. 
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Ranije je primećeno da biljke duvana i A. thaliana koje eksprimiraju transgen 
AtCKX1, pokazuju izraženije morfološke simptome "sindroma citokininske 
deficijencije", nego biljke koje eksprimiraju AtCKX2 (Werner i sar. 2001; 2003). U 
skladu sa time, na dugom danu biljke krompira koje su eksprimirale transgen 
AtCKX1 pokazivale su neke od simptoma "sindroma citokininske deficijencije" koji 
se nisu javljali kod AtCKX2 biljaka. Tako su se biljke linije AtCKX1-6a odlikovale 
većim brojem korenova (slika 24), a biljke linije AtCKX1-36a izuzetno pojačanim 
bočnim grananjem izdanka (slika 23). 
 
U istraživanju Hartmann i saradnika (2011), AtCKX1 biljke krompira koje su 
gajene u zemljištu imale su izražene simptome "sindroma citokininske 
deficijencije". Ipak, morfološke razlike koje su zabeležene između kontrolnih i 
transformisanih AtCKX biljaka dobijenih u ovom radu (slika 21), nisu bile toliko 
upečatljivo izražene kao u prethodnim istraživanjima (Werner i sar. 2001; 2003; 
Hartmann i sar. 2011). Iako je kod gotovo svih linija zabeležena smanjena dužina 
izdanka (slika 22), prosečan broj korenova i broj bočnih izdanaka kod većine 
transformisanih linija nisu se značajno razlikovali od kontrolnih vrednosti (slike 23 
i 24). Postavlja se pitanje, zbog čega su biljke, koje su korišćene u ovom 
istraživanju, pokazivale samo umereno morfološko odstupanje od kontrole, za 
razliku od AtCKX biljaka duvana, A. thaliana i krompira u ranijim istraživanjima? 
 
Transgene AtCKX biljke duvana i A. thaliana dobijene su samooplodnjom, 
kao homozigotno potomstvo u T2 generaciji (Werner i sar. 2001; 2003). S druge 
strane, istraživanja predstavljena u ovom radu vršena su na biljkama krompira T0 
generacije u kulturi in vitro, a istraživanja Hartmann i saradnika (2011) takođe na 
krompiru T0 generacije, ali gajenom u zemljištu. Kod krompira, za razliku od 
većine drugih biljnih vrsta, istraživanja na heterozigotnim biljkama T0 generacije 
predstavljaju neminovnost, usled preferencijalno vegetativnog razmnožavanja, kao 
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i gubitka osobina karakterističnih za sortu u F2 (odnosno, T1) generaciji (Conner, 
2007). 
 
U ovom radu, ekspresija transgena AtCKX bila je dovoljna da poveća 
aktivnost CKX proteinskih ekstrakata izdanaka i korenova transformisanih T0 
biljaka krompira i da doprinese snižavanju nivoa bioaktivnih citokinina u 
približnoj ili čak većoj meri od one koja je postignuta ranije kod AtCKX biljaka 
duvana T2 generacije (Werner i sar. 2001). Na primer, razlika između aktivnosti 
CKX u proteinskim ekstraktima AtCKX i kontrolnih biljaka bila je istog reda 
veličine u slučaju izdanaka krompira (slika 13) i listova duvana (Werner i sar. 
2001). Koeficijent sniženja nivoa bioaktivnih citokinina takođe je imao sličnu 
vrednost kod krompira (slika 17) i duvana (Werner i sar. 2001). Izgleda da 
heterozigotnost nije imala značajan efekat na aktivnost CKX i sniženje nivoa 
bioaktivnih citokinina u tkivima AtCKX krompira, pošto su ove vrednosti kod 
transformisanih T0 biljaka krompira bile slične onima dobijenim kod transgenog 
duvana T2 generacije (Werner i sar. 2001).  
 
Uprkos sličnostima u stepenu pojačanja aktivnosti CKX i stepenu sniženja 
bioaktivnih citokinina kod krompira i duvana, efekat ovih metaboličkih promena 
na morfologiju AtCKX biljaka krompira gajenih in vitro bio je mnogo manje izražen 
nego što je prethodno zabeleženo kod transgenih biljaka duvana i Arabidopsis 
thaliana gajenih u zemljištu. S obzirom na blisku filogenetsku srodnost krompira i 
duvana i zajednička genetička svojstva (kao što je tetraploidija), bilo bi očekivano 
da efekat na morfologiju biljaka bude sličan kod ove dve vrste. Pretpostavlja se da 
se razlike u efektu sniženih nivoa bioaktivnih citokinina na morfologiju krompira 
gajenog in vitro u odnosu na podatke dobijene na duvanu gajenom u staklenoj 
bašti mogu objasniti različitim uslovima gajenja biljaka. 
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Brojna istraživanja na krompiru pokazala su da se morfološki efekti 
različitih fizioloških procesa kod krompira mogu u velikoj meri razlikovati u 
zavisnosti od toga da li se istraživanje vrši in vitro ili ex vitro. Tako su Conner i 
saradnici (1994) pokazali da pojedine linije krompira, transformisane marker 
genima za rezistenciju na selektivne antibiotike, prilikom sađenja u polju 
konzistentno pokazuju morfološke karakteristike koje se tokom prethodnog 
gajenja in vitro nisu ispoljavale. Romanov i saradnici (1998) pokazali su da razlike u 
morfologiji, kao i u sposobnosti tuberizacije između različitih transformisanih linija 
krompira, mogu biti izražene u različitoj meri in vitro, u odnosu na uslove ex vitro. 
Pored toga, Konstantinova i saradnici (1999) pokazali su da se rastenje biljaka 
krompira u odgovoru na različite fotoperiodske tretmane značajnije menja ex vitro, 
nego in vitro. Pošto se biljke u kulturi in vitro razvijaju pod drugačijim uslovima 
sredine (snižen intenzitet svetlosti, drugačiji sastav svetlosnog spektra, veća 
vlažnost vazduha, slabija razmena gasova), to može biti uzrok neispoljavanju 
mnogih morfoloških i fizioloških karakteristika koje dolaze do izražaja kod biljaka 
gajenih u zemljištu. 
 
 
5.6. Tuberizacija kod AtCKX biljaka krompira in vitro 
 
Uprkos brojnim pokazateljima koji upućuju na citokinine kao pozitivne 
regulatore tuberizacije, njihova tačna uloga u ovom procesu još uvek nije potpuno 
rasvetljena (Jackson, 1999). Do nedavno, istraživanja uloge citokinina u procesu 
tuberizacije počivala su isključivo na model sistemima in vitro, u kojima su biljke 
izlagane povišenim koncentracijama citokinina, bilo putem egzogenog dodavanja 
u hranljivu podlogu (Hussey i Stacey, 1984; Gális i sar. 1995; Romanov i sar. 2000; 
Dragićević i sar. 2004) ili ekspresijom transgena uključenih u biosintezu citokinina 
(Gális i sar. 1995; Macháčková i sar. 1997; Romanov i sar. 2000). Slična istraživanja 
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su kasnije proširena na biljke gajene u zemljištu (Morris i sar. 2006; Tao i sar. 2010). 
Međutim, prvi rezultati vezani za tuberizaciju u uslovima citokininske deficijencije 
objavljeni su tek 2011. godine, kada je krompir (sorta "Solara") transformisan 
genom AtCKX1 (Hartmann i sar. 2011). Dobijene AtCKX1 biljke, koje su gajene u 
zemljištu, odlikovale su se smanjenim prinosom krtola i manjim prosečnim brojem 
krtola po biljci. 
 
U ovom radu praćeni su parametri tuberizacije kod transformisanih 
AtCKX1 i AtCKX2 biljaka krompira gajenih in vitro, a rezultati su diskutovani u 
kontekstu aktivnosti CKX i nivoa bioaktivnih citokinina u izdancima 
transformisanih linija. Indukcija i inicijacija krtola praćene su na svakih 30 dana 
tokom perioda od 120 dana bez supkultivacije, i to beleženjem procenta izdanaka 
sa krtolama (slika 25) i broja krtola po izdanku (slika 26). Uvećavanje krtola 
praćeno je merenjem prečnika krtola u 30 i 120 dana starim kulturama izdanaka 
(slika 27), kao i merenjem mase krtola posle 120 dana bez supkultivacije (slika 28). 
 
Citokinini su uključeni u indukciju krtola (Hussey i Stacey, 1984; Gális i sar. 
1995; Malkawi i sar. 2007), kao i u njihovu inicijaciju i uvećavanje (Obata-Sasamoto 
i Suzuki, 1979; Kefi i sar. 2000). Pokazano je da citokinini stimulišu ćelijske deobe 
kod Arabidopsis thaliana i duvana (Riou-Khamlichi i sar. 1999), te je verovatno da 
utiču na intenzivnu deobu ćelija koja karakteriše rane faze uvećavanja tek inicirane 
krtole. Pored toga, poznato je da citokinini učestvuju u metabolizmu organa uvira, 
usmeravajući transport asimilata iz autotrofnih tkiva do organa za skladištenje 
(Roitsch i Ehneß, 2000). Budući da krtola koja raste postaje dominantni organ uvira 
kod krompira (Fernie i Willmitzer, 2001), logična je pretpostavka da citokinini 
učestvuju u ovom procesu. 
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5.6.1. Indukcija krtola in vitro kod AtCKX biljaka krompira 
 
Indukcija krtola predstavlja izuzetno složen fiziološki proces koji biljku 
krompira priprema za formiranje krtola, a regulisana je fotoperiodski i 
hormonalno. Ključni elementi koji učestvuju u ovoj regulaciji svakako su fitohrom 
B (PHYB) i giberelini (Jackson i Prat, 1996; Martínez-García i sar. 2001), ali sve je 
jasnije da na indukciju krtola utiču i fitohrom A (Yanovsky i sar. 2000), jasmonska 
kiselina (Koda i sar. 1991; Sarkar i sar. 2006; Malkawi i sar. 2007) i citokinini 
(Hussey i Stacey, 1984; Gális i sar. 1995; Malkawi i sar. 2007). 
 
S obzirom na to da se procesi indukcije i inicijacije krtola mogu vremenski 
preklapati, između njih se ne može povući jasna granica (Vreugdenhil i Struik, 
1989). Ne može se sa sigurnošću tvrditi da biljka koja nije razvila nijednu krtolu 
nije indukovana, ali je zato izvesno da sve biljke koje su razvile krtole, jesu 
indukovane. Otuda se može pretpostaviti da procenat biljaka koje su razvile krtole 
predstavlja pogodan statistički pokazatelj indukcije krtola, iako je stvaran procenat 
biljaka kod kojih su indukovane krtole nemoguće utvrditi. 
 
U toku prvih 30 dana kontrolne netransformisane biljke krompira, kao ni 
biljke pojedinih transformisanih AtCKX linija, nisu razvijale krtole (slika 25a). 
Poznato je da je kod sorte "Désirée" ne dolazi do formiranja krtola posle četiri 
nedelje gajenja in vitro, u uslovima dugog dana (Dobránszki, 2001; Dobránszki i 
Tábori, 2010; Dragićević i sar. 2008). Proces tuberizacije je kod ove sorte usporen, 
ali ne i inhibiran na dugom danu, tako da se krtole mogu formirati i u 
neindukujućim uslovima posle šest nedelja. U kulturi in vitro pojedini uslovi, kao 
što je nizak intenzitet osvetljenosti u odnosu na uslove ex vitro takođe deluju 
stimulativno na indukciju krtola kod krompira (Seabrook, 2005). 
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Kod tri transformisane AtCKX linije, krtole su se formirale na dugom danu 
već u toku prvih 30 dana (slika 25a), što znači da su, verovatno zahvaljujući 
sniženom nivou bioaktivnih citokinina, ove biljke prevazišle inhibitorni efekat 
dugog dana na indukciju krtola. Krtole su se kod ovih biljaka razvijale pretežno na 
vrhovima stolona, a sesilne krtole su se javljale samo kod linije AtCKX2-48 (tabela 
19). Poznato je da se sesilne krtole u kulturi in vitro formiraju kao odgovor na 
izuzetno jak induktivni stimulus, dok stimulus umerene jačine vodi formiranju 
krtola na drugim pozicijama (McGrady i sar. 1986). 
 
Za razliku od dugog dana, u kontinuiranom mraku su biljke svih 
transformisanih linija kao i kontrolne biljke, bile izložene jakom induktivnom 
stimulusu te je formiranje krtola bilo favorizovano u odnosu na formiranje stolona 
i razvoj i izduživanje bočnih izdanaka, a pojava sesilnih krtola je bila 
rasprostranjena kod svih ispitivanih linija (tabela 19). Krtole su se u mraku tokom 
svih 120 dana kod većine AtCKX linija javljale na većem broju izdanaka nego kod 
kontrole (slika 25b), što ukazuje da su transformisane biljke verovatno osetljivije na 
induktivni stimulus, ili je inicijacija krtola na njihovim izdancima povećana. 
Međutim, pošto podaci o broju krtola po izdanku u kontinuiranom mraku (slika 
26b) ne govore u prilog hipotezi o povećanoj inicijaciji krtola, verovatnije je da se u 
ovom slučaju radi o većoj osetljivosti transformisanih biljaka na stimulus za 
indukciju krtola. 
 
Tri transformisane linije (AtCKX1-6a, AtCKX1-36a i AtCKX2-51) kod kojih je 
procenat izdanaka sa krtolama u kontinuiranom mraku tokom svih 120 dana bio 
značajno viši od kontrole (slika 25b) ujedno su imale značajno povišen nivo 
endogene IAA u izdancima (slika 19), pa je moguće da je upravo razlika u 
endogenom nivou IAA doprinela razlikama u indukciji i/ili inicijaciji krtola 
između kontrolnih i transformisanih AtCKX biljaka u kontinuiranom mraku. Ova 
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hipoteza je u skladu sa rezultatima Dragićević i saradnika (2008), koji pokazali su 
da egzogena primena IAA favorizuje pojavu krtola u kulturi izdanaka krompira u 
kontinuiranom mraku.  
 
Ranija istraživanja (Macháčková i sar. 1997; Sergeeva i sar. 2000) na biljkama 
krompira transformisanim genom ipt, pokazala su da je kod biljaka gajenih in vitro 
koje prekomerno sintetišu citokinine, tuberizacija favorizovana u odnosu na 
kontrolne biljke. Iz toga bi se moglo zaključiti da citokinini pozitivno regulišu 
tuberizaciju kod krompira, te da bi ovaj proces trebalo da bude inhibiran kod 
biljaka krompira koje imaju snižen nivo bioaktivnih citokinina. U tom smislu, 
deluje iznenađujuće da bi AtCKX biljke, koje imaju snižen endogeni nivo 
bioaktivnih citokinina, mogle biti osetljivije na signal za indukciju krtola, nego 
kontrolne biljke. Ovakvi rezultati sugerišu da citokinini nisu jedini (niti najvažniji) 
faktor koji reguliše indukciju, odnosno inicijaciju krtola i da su u ove procese 
umešani i drugi regulatorni faktori, među kojima su verovatno auksini. 
 
Sličan odnos između transformisanih ipt i AtCKX biljaka već je zabeležen 
tokom protekle decenije u dva istraživanja sprovedena na duvanu – Nicotiana 
tabacum (Guivarc'h i sar. 2002; Werner i sar. 2008). Duvan je vrsta filogenetski 
bliska krompiru ali nema sposobost formiranja krtola. Međutim, kod transgene 
linije duvana BIK62 koja eksprimira bakterijski gen ipt za biosintezu citokinina, 
došlo je do formiranja zadebljanja na izdanku u kojima se nakupljao skrob, što je 
donekle uporedivo sa tuberizacijom kod krompira (Guivarc'h i sar. 2002). Sličan 
fenomen zabeležen je nekoliko godina kasnije kod biljaka duvana transformisanih 
genima AtCKX1 i AtCKX2 pod kontrolom promotora 35S (Werner i sar. 2008). Iako 
je u prvom slučaju nivo endogenih citokinina bio povećan, a u drugom smanjen 
usled ekspresije transgena, poremećena citokininska homeostaza vodila je u oba 
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slučaja akumulaciji skroba u zadebljanjma na izdanku biljke koja uobičajeno nema 
sposobnost tuberizacije. 
 
Po svemu sudeći, kod krompira kao i kod duvana, transgene biljke koje 
eksprimiraju gene citokininskog metabolizma, kako ipt, tako i AtCKX, mogu biti 
sposobne da formiraju krtole ili slična zadebljanja izdanka, u uslovima u kojima to 
kod kontrolnih biljaka nije moguće. Prevazilaženje inhibitornih stimulusa koji u 
uobičajenim uslovima sprečavaju ili odlažu formiranje krtola u izdanku, može 
uključivati različite signalne mehanizme kod biljaka sa povećanim, odnosno 
sniženim nivoima bioaktivnih citokinina. Time bi mogla biti objašnjena prividna 
kontradiktornost u pojačanom odgovoru na indukciju krtola i kod biljaka krompira 
sa povišenim, kao i kod onih sa sniženim nivoom bioaktivnih citokinina, u odnosu 
na kontrolne biljke. 
 
Iako se citokinini generalno smatraju stimulatorima tuberizacije kod 
krompira, literaturni podaci koji se odnose na njihovu ulogu u samom procesu 
indukcije krtola, oskudni su i kontradiktorni. Dodavanje BA u hranljivu podlogu u 
nekim istraživanjima je doprinosilo prevazilaženju inhibicije tuberizacije u 
uslovima dugog dana (Hussey i Stacey, 1984), a u nekima nije (Xu i sar. 1998a; 
Dragićević i sar. 2004). U većini istraživanja, efekat citokinina na inicijaciju krtola in 
vitro (bilo njihovim dodavanjem u podlogu, ili ekspresijom transgena za njihovu 
biosintezu) bio je ispitivan u kontinuiranom mraku pa ne možemo govoriti o 
efektu citokinina na indukciju krtola, već na proces inicijacije krtola kod već 
indukovanih biljaka (Macháčková i sar. 1997; Sergeeva i sar. 2000; Romanov i sar. 
2000). U istraživanjima na transgenim biljkama krompira gajenim u zemljištu, 
krtole su do trenutka beleženja rezultata već formirane i kod kontrolnih i kod 
transgenih biljaka pa ne raspolažemo podacima o eventualnoj inhibiciji tuberizacije 
ni iz ovih istraživanja (Tao i sar. 2010; Hartmann i sar. 2011). 
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Međutim, u ovom radu je prevazilaženje inhibitornog uticaja svetlosti 
postignuto ne povećanjem, već smanjenjem endogenog nivoa bioaktivnih 
citokinina, kod tri od pet transformisanih AtCKX linija. Nameće se pretpostavka da 
je kod ovih transformisanih linija upravo sniženje nivoa bioaktivnih citokinina 
pomoglo prevazilaženju inhibitornog uticaja svetlosti na tuberizaciju, što bi 
ukazalo na međusobnu povezanost signalnih puteva svetlosti i citokinina. Ovakva 
povezanost već je dokumentovana u brojnim istraživanjima (Chory i sar. 1994; 
Kusnetsov i sar. 1999; Cluis i sar. 2004; Vandenbussche i sar. 2007) i često uključuje 
interakciju signalnih puteva citokinina sa fitohromom B (Su i Howell, 1995; Sweere 
i sar. 2001; Mira-Rodado i sar. 2007). 
 
Transgene biljke krompira (sorta "Désirée") koje eksprimiraju gen phyB 
poreklom iz Arabidopsis thaliana, pokazuju pojačanu fotoperiodsku osetljivost i 
karakterišu se kasnijim početkom tuberizacije u uslovima dugog dana (Thiele i sar. 
1999). Bilo bi interesantno proveriti pretpostavku da do tuberizacije na dugom 
danu kod nekih od transformisanih AtCKX linija krompira dolazi, na sličan način, 
zbog snižene osetljivosti na fotoperiod – i to usled sniženja nivoa bioaktivnih 
citokinina. 
 
Za sada ne postoje podaci o učešću citokinina u fotoperiodskoj indukciji 
krtola. S druge strane, poznato je da su signalni putevi fotoperiodske indukcije 
tuberizacije krompira blisko povezani sa putevima indukcije cvetanja (Rodríguez-
Falcón i sar. 2006), u kojima je kod mnogih drugih biljnih vrsta potvrđeno učešće 
citokinina (Bonhomme i sar. 2000; Doi i sar. 2004). Stoga je moguće da i kod 
krompira citokinini posreduju u percepciji fotoperioda. U tom slučaju, sniženje 
nivoa bioaktivnih formi citokinina u izdancima AtCKX biljaka moglo bi dovesti do 
smanjenja efikasnosti percepcije fotoperioda i na taj način oslabiti uticaj dugog 
dana na indukciju krtola. 
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Međutim, prevazilaženje inhibitornog uticaja svetlosti na indukciju krtola 
nije uočeno kod dve transformisane linije, AtCKX1-36a i AtCKX2-39 (slika 25a). 
Linija AtCKX2-39 se po procentu izdanaka sa krtolama nije gotovo ni u jednom 
trenutku razlikovala od kontrole – nakon 30, 60, 90 ili 120 dana, na dugom danu ili 
u mraku (slika 25a i b). Očigledno je da kod biljaka ove transformisane linije nije 
došlo do pomenutog efekta na indukciju krtola, bez obzira što je u izdancima ovih 
biljaka nivo bioaktivnih citokinina bio značajno snižen (slika 17a). 
 
Sa biljkama linije AtCKX1-36a bio je sasvim drugačiji slučaj. Kod ovih 
biljaka dinamika formiranja krtola značajno se razlikovala od kontrole, i to na 
različite načine na dugom danu i u mraku. Kod ove linije, počev od 90-og dana na 
dugom danu procenat izdanaka sa krtolama bio je niži nego kod kontrole, a u 
kontinuiranom mraku viši (slika 25). Moguća su dva različita objašnjenja ove 
pojave. S jedne strane, moguće je da kod biljaka AtCKX1-36a, isto kao i AtCKX2-39, 
nije prevaziđen inhibitoran uticaj svetlosti na indukciju krtola, utoliko pre što kod 
ovih biljaka nivo bioaktivnih citokinina u izdancima čak i nije bio značajno snižen 
(slika 17a). Sa druge strane, moguće je da uočena razlika u procentu izdanaka sa 
krtolama ne odražava razlike u indukciji, već razlike u inicijaciji krtola. U tom 
slučaju, kod ovih biljaka je mogao postojati aktivan signal za indukciju krtola, ali je 
tranzicija iz stolona u krtolu, ili čak nakupljanje skroba u iniciranoj krtoli, bilo 
otežano. U skladu sa ovom pretpostavkom, kod biljaka AtCKX1-36a na dugom 
danu je formiran mali broj krtola po izdanku. Ovo je jedina linija kod koje su se 
izdanci sa više od jedne krtole pojavili tek posle više od 90 dana na dugom danu 
(slika 26a). Pored toga, krtole formirane na biljkama AtCKX1-36a na dugom danu 
bile su posle 120 dana u kulturi značajno sitnije nego kod svih ostalih linija (slika 
27a i 28). Ovi parametri tuberizacije biljaka AtCKX1-36a u skladu su sa podacima 
dobijenim kod "CKX-4", jedne od linija AtCKX1 biljaka gajenih u zemljištu iz 
istraživanja Hartmann i saradnika (2011). 
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5.6.2. Inicijacija krtola kod AtCKX biljaka krompira in vitro 
 
Za razliku od procenta izdanaka sa krtolama, koji može zavisiti i od 
indukcije i od inicijacije krtola, praćenjem broja krtola po izdanku sa krtolama moguće 
je ograničiti kvantifikaciju procesa inicijacije krtola samo na one biljke kod kojih su 
krtole indukovane (slika 26).  
 
U uslovima dugog dana, između 30-og i 60-og dana kod kontrolnih 
izdanaka je, kao i kod svih transformisanih linija, prevaziđen inhibitorni uticaj 
svetlosti na tuberizaciju. Od tada na dalje, broj krtola po izdanku kod kontrole 
uvek je bio veći ili jednak vrednostima dobijenim za svaku od transformisanih 
AtCKX linija, a u poslednjih 30 dana je bio značajno viši nego kod tri 
transformisane linije (slika 26a). U kontinuiranom mraku, kontrolna vrednost je 
već počev od 60-og dana bila uvek značajno viša nego kod sve tri AtCKX2 linije 
(slika 26b), što se poklapa sa značajnim sniženjem nivoa bioaktivnih citokinina u 
izdancima ovih linija (slika 17a). Očigledno je da je sniženje nivoa bioaktivnih 
citokinina imalo jasan efekat na smanjenje broja krtola po izdanku, što je sasvim 
očekivano kada se imaju u vidu literaturni podaci, bilo u sistemima sa povišenim 
(Macháčková i sar. 1997; Romanov i sar. 2000; Dragićević i sar. 2004; Tao i sar. 
2010) ili sniženim nivoima citokinina (Hartmann i sar. 2011). 
 
Inicijacija krtola kod krompira praćena je serijom promena na morfološkom 
i histološkom (Xu i sar. 1998b), ali i fiziološkom (Vreugdenhil i Struik, 1989), 
molekularno-biološkom (Visser i sar. 1994) i biohemijskom nivou (Appeldoorn i 
sar. 1997; 1999; 2002; Viola i sar. 2001; Geigenberger i sar. 2004). Priroda ovih 
promena zajednička je za biljke gajene in vitro i one koje su gajene u zemljištu. 
Najznačajnija razlika u tuberizaciji između biljaka gajenih in vitro i ex vitro je u 
tome što se krtole in vitro mogu razviti na bilo kojem delu izdanka, a ne samo na 
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vrhu stolona, i uglavnom se stvaraju iznad nivoa hranljive podloge. Pored toga, 
krtole formirane in vitro obično prestaju da rastu pošto dostignu prečnik od 8 mm, 
bez obzira na dostupnost nutrijenata u hranljivoj podlozi (Xu i sar. 1998b). 
 
Učešće citokinina u inicijaciji i uvećavanju krtola potvrđeno je mnogo puta 
(Obata-Sasamoto i Suzuki, 1979; Kefi i sar. 2000). Inicijacija krtola je praćena 
inhibicijom izduživanja ćelija u subapikalnom regionu stolona i prelaskom na 
obrazac radijalnog (lateralnog) rastenja (Vreugdenhil i Struik, 1989; Xu i sar. 
1998b). 
 
S obzirom na to da je u izdancima većine AtCKX linija krompira 
kvantitativni odnos IAA i bioaktivnih citokinina bio značajno povišen u korist IAA 
(slika 20), moguće je da je ovakav hormonalni balans bio nepovoljan za inicijaciju 
novih krtola na stolonima, bilo na dugom danu ili u kontinuiranom mraku. To ne 
znači da je formiranje krtola kod transformisanih AtCKX biljaka bilo 
onemogućeno, već samo da je verovatnoća inicijacije krtole bila snižena usled 
nepovoljnog hormonalnog balansa pa je zato ukupan broj krtola bio manji nego 
kod kontrolnih biljaka (slika 26). Kvantitativni odnos između endogenog nivoa 
auksina i citokinina značajan je za tuberizaciju (Sergeeva i sar. 2000). Citokinini 
stimulišu ćelijske deobe kod Arabidopsis thaliana i duvana (Riou-Khamlichi i sar. 
1999), te je verovatno da utiču na intenzivnu deobu ćelija koja prati proces 
inicijacije krtole. Osim toga, oni su identifikovani kao hormonski signal u 
radijalnom debljanju izdanka topole (Nieminen i sar. 2008). S druge strane, 
poznato je da su auksini odgovorni za longitudinalno rastenje biljnih ćelija (Rayle i 
Cleland, 1992; Perrot-Rechenmann, 2010), te je opravdano pretpostaviti da 
kvantitativni odnos auksina i citokinina može određivati obrazac rastenja izdanka 
(longitudinalni, odnosno radijalni), kao što je onaj po kojem se krtole razlikuju od 
stolona. Promena kvantitativnog odnosa auksina i citokinina u subapikalnom 
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regionu stolona mogla bi biti jedan od hormonalnih okidača za promenu obrasca 
rastenja koja vodi inicijaciji krtola. U skladu sa tom pretpostavkom, pokazano je da 
endogeni nivo auksina, koji je povišen u stolonima neposredno pre inicijacije 
krtola, naglo opada u ranim fazama rastenja krtola, dok endogeni nivo citokinina 
raste (Obata-Sasamoto i Suzuki, 1979). Nije isključeno da upravo ove promene u 
odnosu endogenih nivoa hormona diktiraju promenu obrasca rastenja stolona i 
njihovo pretvaranje u krtole. 
 
Romanov i saradnici (2000) pokazali su da pri indukujućim uslovima 
(kontinuirani mrak, 5% saharoze u hranljivoj podlozi) egzogena primena kinetina 
doprinosi povećanju broja krtola po izdanku, dok primena IAA vodi povećanju 
mase krtola. Smanjen broj krtola po izdanku kod transformisanih AtCKX biljaka u 
uslovima kontinuiranog mraka (slika 26b) u skladu je sa rezultatima Romanova i 
saradnika (2000), prema kojima citokinini u indukujućim uslovima doprinose 
povećavanju broja krtola po izdanku. U tom smislu očekivano je da se sniženje 
nivoa bioaktivnih citokinina kod transformisanih AtCKX biljaka krompira odrazi 
na smanjenje broja krtola po izdanku. Smanjen broj krtola po izdanku zabeležili su 
i Hartmann i saradnici (2011) kod AtCKX1 biljaka krompira gajenih u zemljištu. 
 
5.6.3. Uvećavanje krtola kod AtCKX biljaka krompira in vitro 
 
Uvećavanju krtola doprinose kako intenzivne ćelijske deobe u 
perimedularnoj zoni, tako i rastenje ćelija u perimedularnoj zoni i srži krtole (Xu i 
sar. 1998b). U fazi uvećavanja u krtoli dolazi do promene u ekspresiji gena usled 
čega se intenzivira transport saharoze u krtolu i metabolizam ugljenih hidrata, a 
krtola počinje da akumulira velike količine skroba i postaje dominantan organ 
uvira (Fernie i Willmitzer, 2001; Geigenberger i sar. 2004). Učešće citokinina u 
aktivaciji membranskih transportera i enzima metabolizma ugljenih hidrata do 
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sada je više puta potvrđeno (Roitsch i Ehneß, 2000; Proels i Roitsch, 2009), a 
pokazano je i u slučaju ranih faza tuberizacije kod krompira (Kefi i sar. 2000). 
 
Iako su krtole kod tri AtCKX linije na dugom danu formirane ranije nego 
kod kontrolnih biljaka, na kraju eksperimentalnog perioda od 120 dana njihove 
krtole nisu imale veći prečnik (slika 27a) niti masu (slika 28) u odnosu na krtole 
kontrolnih biljaka. Kod jedne od transformisanih linija, AtCKX1-36a krtole su posle 
120 dana imale značajno manji prečnik (slika 27a) i masu (slika 28) u odnosu na 
krtole kod kontrole i svih ostalih linija. Masa krtola kod ove linije bila je posle 120 
dana preko tri puta manja u odnosu na kontrolu (slika 28). Hartmann i saradnici 
(2011) takođe su zabeležili kod AtCKX1 krompira gajenog u zemljištu, značajno 
smanjenje mase krtola u odnosu na kontrolu. U ovom radu, međutim, do 
smanjenja mase krtola došlo je samo kod linije AtCKX1-36a. Interesantno je da je 
linija AtCKX1-36a takođe ispoljavala vrlo izražene simptome "sindroma 
citokininske deficijencije" – značajno skraćenje izdanka (slika 22) i izuzetno 
povećan prosečan broj bočnih izdanaka (slika 23), što je biljke ove linije činilo 
donekle vizuelno prepoznatljivim u odnosu na biljke drugih linija (slika 21). 
Moguće je da su kod biljaka transformisanih genom AtCKX2 ovako značajna 
odstupanja od kontrole u morfološkim osobinama (uključujući i masu krtola) 
izostala iz istih razloga, zbog kojih su se i u ranijim istraživanjima na duvanu i 
Arabidopsis thaliana, AtCKX2 biljke manje morfološki razlikovale od kontrole nego 
AtCKX1 biljke (Werner i sar. 2001; 2003). 
 
U kontinuiranom mraku je uočena promena odnosa između veličine krtola 
kontrolnih i transformisanih biljaka u vremenu. Posle prvih 30 dana je prečnik 
krtola kod tri transformisane linije bio veći nego kod kontrolnih biljaka, da bi na 
kraju perioda od 120 dana ova razlika nestala, a umesto toga krtole na kontrolnim 
biljkama su imale čak značajno veći prečnik u odnosu na jednu od transformisanih 
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linija, AtCKX2-48 (slika 27b). Masa krtola kod kontrolnih biljaka takođe je bila veća 
u odnosu na krtole kod ove linije (slika 28). 
 
Krtole krompira se mogu posmatrati kao organi uvira koji međusobno 
kompetiraju za asimilate (Struik i sar. 1991; Müller-Röber i sar. 1992) što može biti 
razlog tome da se posle prvih 30 dana krupnije krtole javljaju kod transformisanih 
linija koje ne razvijaju više od jedne krtole po izdanku (slike 26b i 27b). Saglasno sa 
ovim rezultatom, u jednom od eksperimenata sa transgenim biljkama krompira 
koje eksprimiraju gen ipt zabeležena je upravo obrnuta situacija – dobijene su 
krtole manjih dimenzija, ali veći broj krtola po biljci (Tao i sar. 2010). 
 
Međutim, do završetka perioda od 120 dana u kontinuiranom mraku došlo 
je do izjednačavanja prosečnih dimenzija krtola kontrolnih biljaka, sa krtolama 
koje su se javljale kod transformisanih linija, a prečnik krtola kod linije AtCKX2-48 
postao je čak značajno manji nego kod kontrole (slika 27b). Krtole koje su se javljaje 
kod ove linije imale su i manju masu od kontrolnih krtola (slika 28). Može se 
pretpostaviti da je kod linije AtCKX2-48 sniženje nivoa bioaktivnih citokinina 
doprinelo slabijem nakupljanju asimilata u krtolama, s obzirom da u ovom procesu 
citokinini igraju značajnu ulogu (Kefi i sar. 2000). Ipak, izgleda da pomenuti efekat 
nije bio od naročitog značaja u uslovima kontinuiranog mraka, jer je zabeležen 
samo kod jedne transformisane linije. 
 
Različiti efekti sniženja nivoa bioaktivnih citokinina na različite faze procesa 
tuberizacije kod različitih transformisanih AtCKX linija krompira mogu se pripisati 
činjenici da citokinini nisu jedini, a ni najznačajniji endogeni faktor u kontroli 
tuberizacije. Razlike između transformisanih linija mogle bi biti posledica insercije 
transgena na različite pozicije u genomu, što može uticati na morfološke osobine 
biljaka (uključujući i parametre tuberizacije), interferirajući sa efektima izmenjene 
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citokininske homeostaze i na taj način ih čineći manje očiglednim. Zbog 
tetraploidnosti, smatra se da je kod krompira efekat insercije transgena (putem 
pozicionog efekta ili insercione mutageneze) na ispoljavanje morfoloških osobina 
ograničen, ali ne i potpuno isključen (Conner i sar. 1994). 
 
Poređenje rezultata dobijenih u ovom istraživanju sa rezultatima koji su već 
objavljeni u literaturi, daje prilično jasnu sliku. Jasno je da sniženje endogenih 
nivoa bioaktivnih citokinina kod transformisanih AtCKX biljaka krompira u 
interakciji sa drugim endogenim faktorima može (i ne mora) voditi prevazilaženju 
inhibitornog uticaja svetlosti na tuberizaciju, smanjenoj inicijaciji krtola i 
prolaznom ubrzavanju uvećavanja krtola, da bi posle određenog vremena krtole 
transformisanih biljaka bile približnih, ili čak manjih dimenzija i mase u odnosu na 
krtole kod kontrole. 
 
 
* * * 
 
Citokinini učestvuju u različitim regulatornim mehanizmima uključenim u 
kontrolu različitih faza tuberizacije kako u indukujućim, tako i u neindukujućim 
uslovima. Uticaj citokinina na formiranje krtola (u smislu stimulacije ili inhibicije) 
razlikuje se u različitim fazama tuberizacije, a može zavisiti i od uticaja drugih 
spoljašnjih i endogenih faktora, kao što su fotoperiod, dostupnost šećera, 
hormonalni status i tome slično. Najzad, sniženje nivoa endogenih citokinina ne 
mora nužno imati suprotan efekat na pojedine fiziološke procese, u odnosu na 
prekomernu produkciju citokinina kakva, prema nekim istraživačima, postoji kod 
biljaka transformisanih genom ipt. Na primer, moguće je da biljke koje prekomerno 
sintetišu citokinine, kao i one koji imaju snižen endogeni nivo citokinina, imaju 
povećanu osetljivost na stimulus za indukciju krtola, zahvaljujući potpuno 
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različitim regulatornim mehanizmima. Potrebna su dalja istraživanja ovih 
interakcija na transgenim biljkama koje bi eksprimirale kako kataboličke (AtCKX) 
tako i gene biosinteze citokinina (ipt), kako bismo identifikovali signalne puteve 
pomoću kojih citokinini utiču na različite faze procesa tuberizacije kako u 
indukujućim, tako i u neindukujućim uslovima. Možemo se nadati da će, u 
budućnosti, nove perspektive za poboljšanje prinosa i kvaliteta krompira proizaći 
iz ovakvih istraživanja. 
 156 
6.   ZAKLjUČCI 
 
 
1. Izvršena je genetička transformacija krompira (Solanum tuberosum L. cv. 
Désirée) genima za citokinin oksidazu/dehidrogenazu (CKX) iz 
Arabidopsis thaliana – AtCKX1 i AtCKX2. Po prvi put su dobijene biljke 
krompira transformisane genom AtCKX2. Stabilna integracija transgena u 
genom i stabilna ekspresija u izdancima i korenovima potvrđeni su kod dve 
linije transformisane genom AtCKX1 i tri linije transformisane sa AtCKX2. 
Povećana aktivnost citokinin oksidaze/dehidrogenaze zabeležena je u 
izdancima četiri i korenovima dve od pet transformisanih linija. 
 
2. Po prvi put je utvrđen citokininski profil izdanaka i korenova 
netransformisanih biljaka krompira gajenih in vitro. Ukupni nivo 
citokinina gotovo je dvostruko veći u korenovima nego u izdancima 
krompira. Bioaktivne forme citokinina – slobodne baze i ribozidi – čine 
svega 2,4% ukupnih citokinina u izdancima i 3,1% ukupnih citokinina u 
korenovima. Daleko najzastupljenija grupa citokinina kako u izdancima, 
tako i u korenovima krompira, jesu neaktivne forme i to pre svega N7-
glukozidi. Osnovni organi za skladištenje citokinina su korenovi, u kojima je 
nivo formi citokinina za skladištenje oko 50 puta viši nego u izdancima. 
Citokininski nukleotidi su tek malo zastupljeniji od bioaktivnih formi 
citokinina kako u izdancima, tako i u korenovima krompira. 
 
3. Ekspresija gena AtCKX1 i AtCKX2 u transformisanom krompiru nije 
nužno vodila sniženju nivoa ukupnih citokinina, ali je izmenila 
citokininski profil transformisanih biljaka. Kod većine transformisanih 
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linija, uključujući sve linije koje eksprimiraju AtCKX2, nivo bioaktivnih 
formi citokinina je značajno snižen, kako u izdancima, tako i u korenovima. 
Kod linija kod kojih nivo ukupnih citokinina nije snižen ili je čak povećan, 
uglavnom je došlo do pojačanog nakupljanja formi citokinina za 
skladištenje, i/ili neaktivnih formi citokinina. 
 
4. Promene u citokininskoj homeostazi bile su praćene promenama u 
endogenom nivou indol-sirćetne kiseline (IAA), koji je kod većine 
transformisanih linija bio značajno povišen. 
 
5. "Sindrom citokininske deficijencije", kakav je prethodno opisan kod 
transformisanog duvana i Arabidopsis thaliana nije u potpunosti uočen, ali 
su se transformisane AtCKX biljke karakterisale skraćenim izdankom u 
odnosu na kontrolu, a kod jedne transformisane linije bilo je izraženo bočno 
grananje. Efekat sniženja endogenog nivoa citokinina na morfološke osobine 
transformisanih biljaka verovatno je bio izmenjen usled toga što su biljke 
gajene in vitro. 
 
6. Promene u metabolizmu citokinina i auksina odrazile su se na proces 
tuberizacije in vitro, kako na dugom danu, tako i u kontinuiranom mraku. 
Kod tri od pet transformisanih linija došlo je do prevazilaženja 
inhibitornog uticaja svetlosti na indukciju krtola, pa su se krtole pojavile 
već u toku prvih 30 dana pri uslovima dugog dana, što se nikada ne događa 
kod kontrolnih biljaka ove sorte krompira. 
 
7. Transformisane AtCKX biljke formirale su u proseku manji broj krtola po 
izdanku nego kontrolne biljke, što ukazuje na smanjenu inicijaciju krtola 
kod biljaka sa sniženim nivoima bioaktivnih citokinina, a može biti 
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posledica povećanog odnosa između endogene IAA i bioaktivnih citokinina. 
Efekat na inicijaciju krtola je mnogo izraženiji u kontinuiranom mraku, nego 
na dugom danu. 
 
8. Prečnik i masa krtola nakon 120 dana gajenja u kulturi, kod većine 
transformisanih linija se nisu značajno razlikovali od kontrolnih vrednosti. 
Samo kod jedne od pet transformisanih linija, AtCKX1-36a izmereni su 
manji prečnik i masa krtola. 
 
9. Citokinini različito utiču na različite faze u procesu tuberizacije kod 
krompira. Sniženje nivoa bioaktivnih citokinina povoljno deluje na 
indukciju krtola kod transformisanih AtCKX biljaka, ali ovaj efekat nije 
praćen odgovarajućim efektima na inicijaciju i uvećavanje krtola. 
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